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Rövidítésjegyzék 
2-AG 2-arachidonoil-glicerin (2-arachidonoylglycerol) 
AA arachidonsav (arachidonic acid) 
AEL peterakás után (after egg laying) 
AJ adjerens kapcsolat (adherens junction) 
ax axon 
BCIP-NBT 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, nitro blue tetrazolium 
BDSC Bloomington Drosophila Stock Center 
BLBP agyi lipid-kötő fehérje (Brain Lipid Binding Protein) 
CA3 Cornu Ammonis 3 
CG kérgi glia (cortex glia) 
DAB 3,3' diaminobenzidine 
dEAAT1 
Drosophila serkentő aminosav transzporter 1 (Drosophila excitatory amino acid 
transporter 1) 
DER/RER durvafelszínű endoplazmatikus retikulum (rough endoplasmatic reticulum) 
dFabp Drosophila zsírsavkötő fehérje (Drosophila fatty acid binding protein) 
DSHB Developmental Studies Hybridoma Bank 
EGFP erősített zöld fluoreszcens fehérje (enhanced green fluorescent protein) 
EM elektron mikroszkóp (electronmicroscope) 
ER endoplazmatikus retikulum (endoplasmatic reticulum) 
FA formaldehid (formaldehyde) 
FAAH zsírsav-amid hidroláz (fatty acid amide hydrolase) 
FABP zsírsavkötő fehérje (fatty acid binding protein) 
FCS magzati borjú savó (fetal calf serum) 
FIT1 zsírsavraktározó fehérje 1 (fat storage-inducing protein 1) 
FIT2 zsírsavraktározó fehérje 2 (fat storage-inducing protein 2) 
flp flippáz (flippase) 
FRT flip felismerő célpont (Flip Recognition Target) 
GA glutáraldehid (glutaraldehyde) 
GABA gamma-amino-vajsav (gamma-aminobutyric acid) 
Gal4 
galaktóz reszponzív transzkripciós faktor 4 (galactose-responsive transcription 
factor 4) 
GFP zöld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein) 
GLAST solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 3 
GLT1 solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 2 
L1 első lárvastádium (first larval stage) 
L2 második lárvastádium (second larval stage) 
L3 harmadik lárvastádium (third larval stage) 
L3F harmadik lárvastádium táplálkozó szakasz (third larval stage, feeding period) 
L3W harmadik lárvastádium vándorló szakasz (third larval stage, wandering period) 
LD lipid csepp (lipid droplet) 
LR White London Resin White 
Lsd2 Lipid storage droplet 2 fehérje (Lipid storage droplet 2 protein ) 
myr-RFP mirisztilált vörös fluoreszcens fehérje (myristilated Red Fluorescent Protein) 
N neuron 
NAPE N-acetil-foszfatidil-etanolamin (N-acyl-phosphatidylethanolamine) 
NAPE-PLD 
N-acetil-foszfatidil-etanolamin hidrolizáló enzim-D (N-acyl 
phosphatidylethanolamine phospholipase D) 
NB neuroblaszt (neuroblast) 
NG neuropil glia 
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NL neurális lamella (neural lamella) 
NMJ neuromuszkuláris junkció (neuromuscular junction) 
nrv-2 nervana-2 
PB foszfát puffer (phosphate buffer) 
PBS foszfát pufferelt sóoldat (phosphate buffered saline) 
PBTx Triton X-100-al kiegészített foszfát pufferelt sóoldat 
PC foszfatidil-kolin (phosphatidylcholine) 
PE foszfatidil-etanolamin (phosphatidylethanolamine) 
PG perineurális glia (perineural glia) 
ph fagoszóma (phagosome) 
PN peptiderg idegsejt (peptiderg neuron) 
RFP vörös fluoreszcens fehérje (red fluorescent protein) 
SDS nátrium dodecil szulfát (sodium-dodecyl-sulphate) 
SE szterol észter (sterol ester) 
SJ septális kapcsolat (septate junction) 
SPG szubperineurális glia (subperineural glia) 
TBS Tris pufferelt sóoldat (Tris buffered saline) 
TBST Triton X-100-al kiegészített tris pufferelt sóoldat 
TG triglicerid (triglyceride) 
TRPV1 tranziens receptor potenciál vanilloid-1 (transient receptor potential vanilloid 1) 
UAS upstream akszekvencia (upstream activating sequence) 
 
 
A doktori értekezés felépítése 
Jelen doktori értekezésem alapjául a „Kis Viktor, Barti Benjámin, Lippai Mónika, Sass 
Miklós (2015) Specialized cortex glial cells accumulate lipid droplets in Drosophila 
melanogaster. PLoS ONE 10 (7): e0131250. doi:10.1371 / journal. pone.0131250” 
elsőszerzős közleményem szolgált. Doktori munkám során egy baleset következtében a 
muslica törzseim elpusztultak, így ezt a témát nem tudtam tovább folytatni. Ezen felül további 
egy megosztott elsőszerzős és 7 társszerzős cikket publikáltam, melyek nem kapcsolódnak 
szorosan a doktori értekezésem témájázoz, így e közlemények listáját és azt, hogy az egyes 
tanulmányokhoz pontosan mivel járultam hozzá, az értekezés legvégén, a „Függelék” 
fejezetben foglaltam össze. 
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Bevezetés 
 
A lipidcseppek általános jellemzői 
A lipid cseppek (lipid droplets, LDk) az eukraióta sejtek jellemző, és régóta ismert 
sejtorganellumai. Megismerésük az első fénymikroszkópok megalkotásával egy időben 
kezdődött, de mivel rutin szövettani módszerekkel nehezen festhetők, megismerésükben igazi 
áttörést csak a modern fluoreszcens és elektronmikroszkópos módszerek hoztak. Az általános 
vélekedés szerint, a lipid cseppekben raktározódnak a sejtet felépítő neutrális lipidek 
(trigliceridek, és különböző szterolszármazékok; főként szterolészterek). Ebből következően a 
sejtmembránt felépítő foszfolipidek elő anyagai is itt raktározódhatnak a beépülésükig (Farese 
és mtsi. 2009 , Thiele és Spandl 2008). A lipidek, különös tekintettel a szabad zsírsavakra, 
külön kompartmentben történő tárolása kiemelt jelentőségű, hiszen ezek az anyagok nem 
vízoldékonyak, citoszólikus raktározásuk csak szállítófehérjék közreműködésével valósulhat 
meg (Richieri és mtsi. 1993, Thumser és mtsi. 1994). Mindemellett a szabad zsírsavak már 
nanomólos koncentrációban is toxikusak, mert micellákat képezve destabilizálják, károsítják a 
biológiai membránokat (Lapre és mtsi. 1992, Wu és mtsi. 2006 ). A lipid cseppek felépítése 
egy általános sémát követ: áll egy belső magból, ahol főképp lipid észtereket találunk, és ez 
egy foszfolipid réteggel (ún. monolayer) van körbevéve (Tauchi-Sato és mtsi. 2002). Ehhez a 
foszfolipid monolayerhez számos fehérje kapcsolódik, és ezek együttesen határolják el a lipid 
csepp fő tömegét képező lipid észtereket a citoszól hidrofil környezetétől. A lipid észterek a 
legtöbb sejtben főként triacilgliceridek, és szterolészterek, de e kettő aránya már 
sejttípusonként igen változatos lehet (Murphy és mtsi. 2001). Tömegspektrometriai mérések 
kiderítették, hogy emlős lipid cseppekben a foszfolipidek legnagyobb százalékát a foszfatidil-
kolin (PC) és foszfatidil etanolamin (PE) alkotja, de emellett a lipidcseppekben találunk 
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lizofoszfatidilkolint és lizofoszfatidil etanolamint, telítetlen zsírsavakat és a PC és PE 
észterszármazékait is (Bartz és mtsi. 2007; Tauchi-Sato és mtsi. 2002). Figyelemre méltó, 
hogy a trigliceridek bomlásával létrejövő, fontos más jelátvitelekben is résztvevő 
diacilglicerin is jelen van a lipidcseppekben (Kuerschner és mtsi. 2008).  A lipidcseppek igen 
gyakran ER-ciszternák, mitokondriumok és peroxiszómák szomszédságában találhatóak, 
amely sejteti ezekkel az organellumokkal való funkcionális kapcsoltságukat (Fujimoto és 
mtsi. 2008). E kölcsönhatás molekuláris mechanizmusa még nem ismert, noha valószínűleg 
többlépcsős fehérje-fehérje interakciókon keresztül valósul meg, ahogy azt Pu és mti. 
javasolták bimolekuláris flureszcens komplementációs méréseik alapján (Pu és mtsi. 2011).  
A lipidcseppek az ER-ban keletkeznek, mivel a TG és SE szintézis enzimei itt találhatóak 
(Wilfling és mtsi. 2013). Az itt képződő TG és SE molekulák nagy valószínűséggel 
beleolvadnak az ER membránjába, és néhány mol%-ig a foszfolipidek mellett időlegesen itt 
raktározódnak (Gorrissen és mtsi. 1982). Amint koncentrációjuk meghaladja az oldódási 
képességüket, kiválnak a membránból, és az ER lumenében halmozódnak fel. Az így képződő 
partikulumokat a szakirodalom „prenaszcens lipidcseppeknek” nevezi, elkülönítve ezeket a 
citoszólban lokalizálódó érett, ER ciszternákkal kapcsolatban nem lévő lipidcseppektől. 
Megjegyzendő, hogy a közelmúltban speciális EM mintaelőkészítéssel olyan képeket is 
közöltek, ahol érett lipidcseppek foszfolipid monolayere és az ER membrán közötti 
folytonosság megfigyelhető volt (Wilfling és mtsi. 2013). Azt már régóta feltételezik, hogy 
ezek a prenaszcens lipidcseppek bimbózással, vagy lefűződéssel vállnak el az ER-tól 
(Fujimoto és mtsi. 2008; Walther and Farese, 2012), de ezt még kísérletes adatokkal senki 
nem támasztotta alá. Az szintén valószínűsíthető, hogy a lipidcsppek kialakulásában számos 
fehérje szerepet játszik. Az első számú kandidáns a perilipin 2, mert hiánya lecsökkenti a TG 
mennyiségét a lipidcseppekben (Chang és mtsi. 2006), míg túltermeltetése éppen ellentétes 
hatást eredményez (Listenberger és mtsi. 2007). A FIT1 és FIT2 (fat storage-inducing 
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proteins 1 and 2) ER-lokalizált transzmembrán fehérjék túltermeltetése szintén TG gazdag 
lipidcseppek létrejöttét eredményezi, míg a FIT2 deficiens sejtekben kisebb számú és méretű 
lipidcsepp található (Kadereit és mtsi. 2008). Ezek az eredmények a fehérjék szükségességét 
sugallják, jól lehet, a kísérletes eredmények mind képalkotó eljárásokkal készültek, melyekkel 
csak a mikroszkópok optikai feloldóképességét meghaladó méretű partikulumok vizsgálhatók, 
tehát a kis (<200 nm) lipidcseppek eloszlásáról így nem nyerhetők adatok. Hasonlóképpen a 
biokémiai vizsgálatok során alkalmazott sejtfrakcionálás során csak a nagy lipidcseppek 
választhatók el hatékonyan, s így újra, a kis lipidcseppekről, s a képződésük kezdeti fázisáról 
kevés adat gyűjthető. A lipid cseppek a legtöbb sejttípusban a citoszól meghatározott helyén 
fordulnak elő, szubcelluláris eloszlásuk tehát nem véletlenszerű. Valós idejű képalkotó 
eljárásokkal kimutatták, hogy egyes lipid cseppek nagy távolságú irányított mozgásra 
képesek. A LDk felszínén kimutatható dynein és kinesin jelenléte pedig azt valószínűsíti, 
hogy a sejtváz részt vehet ebben az irányított transzportban (Welte, 2009). A lipid cseppek 
nagy része csak kis-távú Brown-mozgást mutat, amely azt valószínűsíti, hogy a lipid cseppek 
mozgását más faktorok is befolyásolják, például az intermedier filamentumok (Franke és mtsi. 
1987). A lipid cseppek, ahogy azt már említettem, leginkább méretükben különböznek. 
Sejttípusonként a lipidcseppek mérete általában >100 μm (fehér zsírsejtek) és <5 μm (barna 
zsírsejtek, egyéb testi sejtek) között változik, de egy sejten belül is nagyon változatos lehet a 
lipid cseppek mérete, mivel a prenaszcens lipidcseppek mérete sokszor még a 25 nm-t sem éri 
el. Ebből az is következik, hogy mind lipid cseppek fajlagos felülete, mind pedig az ebből 
eredő hasznosítható biológiai felszín, sejt- illetve szövettípusonként igen változatos lehet 
(Suzuki és mtsi. 2011). Az utóbbi néhány évtizedben számos publikáció számolt be arról, 
hogy a LDk nem csupán a feleslegben lévő zsírnemű anyagok raktározását végzik, hanem 
számos más sejtélettani folyamatban is aktívan részt vesznek úgy, mint: a sejten belüli fehérje 
és foszfolipid anyagcsere a sejtosztódás során (Kurat és mtsi. 2009), a Hepatitis C vírus 
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replikációja (Barba és mtsi 1997, Miyanari és mtsi. 2007), és a proteaszomális fehérjelebontás 
(Ohsaki és mtsi. 2006. Ezzel párhuzamosan az is kiderült, hogy a lipid cseppek szerepet 
játszanak számos humán betegség kialakulásában is, úgy min az, elhízás (obezitás), 
metabolikus szindróma, májzsírosodás és az atheroszklerózis (Guyton és Klemp 1989, Lang 
és Insull 1970, Reddy és Sambasiva Rao 2006, Cohen és mtsi. 2011, Greenberg és mtsi. 
2012). A lipid csepp kutatás egyik mérföldköve volt, amikor 2006-ban egymástól függetlenül 
két kutatócsoport is megmutatta, ecetmuslica embriókban, hogy a LDk sejten belüli fehérje 
raktárként funkcionálnak (Cermelli és mtsi. 2006, Beller és mtsi. 2006). Ezekben a 
munkákban ultracentrifugálással nagy tisztaságú, elektron mikroszkóppal is hitelesített, LD 
frakciót állítottak elő, amit ezután proteomikai módszerekkel elemeztek. Ilyen módon a LD 
frakcióból több mint 150 fehérjét sikerült kimutatni, jóllehet itt olyan fehérjék is feljöttek 
találatként, amelyeknek LD lokalizációja nehezen magyarázható. Mivel tiszta, kizárólag 
lipidcseppeket tartalmazó frakciót igen nehéz előállítani, valószínűleg ezek más, 
szennyeződésként jelen lévő, organellumokból származtak, melyek a frakcionálás során a 
lipid cseppek felszínéhez asszociálódtak. A biokémiai vizsgálatokkal is validált találatok 
közül kiemelendők a hiszton fehérjék, amelyekről kimutatták, hogy az embriogenezis során a 
zigotikus hisztonfehérje-készlet hözel 50%-a a LD-hez asszociálódik (Cermelli és mtsi. 
2006). Ez esetben az „asszociálódik” kifejezés használata indokolt, hiszen az ilyen 
munkákban nem lehet teljes biztonsággal eldönteni, hogy egy fehérje a lipidcseppben, vagy 
annak a felületén található. Nem kiszámítható ugyanis, hogy egy immunkomplex, vagy egy 
fehérjén lévő GFP-toldalék képes-e a natív fehérje lokalizációját felvenni. Ezzel együtt a 
hisztonfehérjék lipid csepp-asszociáltságát azóta már számos tanulmány megerősítette (Li és 
mtsi. 2012, Li és mtsi. 2014).  
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A lipid cseppek vizsgálatának nehézségei 
Ahogy az már említésre került, a lipidcseppek extrém biofizikai tulajdonságokkal 
rendelkeznek, így natív állapothoz közeli in situ vizsgálatuk eddig módszertani hiányosságok 
miatt igen nehéz volt. A rutin morfológiai, immunológiai módszerek csak korlátozottan 
alkalmazhatóak, mivel a rögzítés során alkalmazott vegyületek (formaldehid, glutáraldehid) 
nem vagy csak igen korlátozottan alkalmasak a lipidek és a lipidekhez asszociált fehérjék 
immobilizálására (ez alól csak az aminofoszfolipidek kivételek), így az ilyen módon kapott 
eredmények fenntartásokkal kezelendőek (Hayat 2000, Fukumoto and Fujimoto, 2002). Ezen 
túlmenően az immuncito- és immunhisztokémiai technikák során a sejtmembránt valamilyen 
módon permeabilizálni kell, hogy az ellenanyagok bejussanak a sejtbe. Ez az elengedhetetlen 
lépés óhatatlanul már a kísérlet elején elmozdítja a lipidek, s a hozzájuk asszociált fehérjéket 
pontos helyükről, s így a kapott eredmények nem a valóságot reprezentálják.  A fluoreszcens 
lipidfestékekkel, és GFP-vel jelölt fehérjékkel az a probléma, hogy eddig egyikről sem 
igazolták, hogy semleges lenne a lipidcseppek működésére nézve. Rutin elektron 
mikroszkópiával a lipid cseppek kerekded struktúraként látszanak, elektron denzitásuk az 
alkalmazott beágyazástól függően széles skálán (egészen világostól a sötétszürkéig) 
mozoghat. Ez a bekötődött nehézfémsóktól, elsődlegesen az ozmium tetroxidtól függ, amely a 
lipid észterek telítetlen acil-csoportjához köt (Cheng és mtsi. 2009).  A nagyméretű (>50 nm) 
lipidcseppeket rutin EM mintaelőkészítéssel könnyen láthatóvá tehetjük, míg az ennél kisebb 
lipid cseppek vizualizálása kontrasztszegénységük miatt nehézkes. Természetesen a mai 
korszerű elektron mikroszkópok feloldóképessége több nagyságrenddel 50 nm alatt van, így a 
feloldóképesség, mint technikai probléma nem merülhet fel. A fent felsorolt indokok miatt 
ezen a tudományterületen az áttörést csak a legutóbbi években sikerült meghoznia Toyoshi 
Fujimoto munkacsoportjának (Ozato-Sakurai és mtsi. 2011, Takatori és mtsi. 2014). Az 
általuk vizsgált élesztő sejteket ultragyors fagyasztással rögzítették, majd az ún. fagyasztva-
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töréses módszerrel replikát készítettek róluk, amin SDS-maratás után immunreakciót 
végeztek. Ilyen módon lehetőség nyílt az egyes lipid komponensek és lipidcsepp-asszociált 
fehérjék nagy feloldású térképezésére és mennyiségi jellemzésére.   
A lipidomikai kutatások között kiemelt helyet foglal el az idegrendszer vizsgálata. 
Nemcsak, hogy az idegszövet tartalmazza a legnagyobb mennyiségű és fajtájú lipidet, de a 
központi idegrendszerben található a szervezet legtöbbféle sejttípusa is. Arról már vannak 
adatok, hogy egy teljes agy homogenizátumban hány féle lipid fordul elő (Brügger és mtsi. 
1997, Han és Gross 2003, Kind és mtsi. 2013, Nemes és mtsi. 2010, Sjövall és mtsi. 2004, 
Eberlin és mtsi. 2010), de hogy ezek hogyan oszlanak el az egyes sejttípusok különböző 
sejtalkotói és membrán domainjei között, arról még csak elképzeléseink sincsenek, nem is 
beszélve ezek transzportjáról, turnoveréről, s lehetséges funkciójáról. Így talán meglepő lehet, 
hogy napjainkig az idegrendszerben sem a lipid cseppek térbeli, sem pedig időbeli 
mintázatának szisztematikus feltérképezése nem történt meg. Ezért munkám során célul 
tűztem ki, hogy az ecetmuslica lárvális agyában feltérképezzem a lipid cseppek tér és időbeli 
eloszlását, és meghatározzam, hogy ezek az organellumok, milyen mértékben oszlanak meg 
az idegrendszer különböző sejttípusai között.  
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A modell szervezet bemutatása  
Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster), mint lipid biológiai modell szervezet 
használhatóságát több tényező indokolja. A muslica számos lárvális szervében találunk lipid 
cseppeket, amelyek méretükben igen változatosak lehetnek, s a lipid cseppek morfológiája 
teljesen megegyezik az emlősökével. Ezen felül rovarokban és gerincesekben a legfőbb 
biokémiai folyamatok molekuláris szabályozása azonos úton megy végbe (pl.: autofágia, 
sejtek közötti kommunikáció, génexpresszió szabályozása, idegsejtek közötti kommunikáció, 
stb.). 2002 óta ismert a teljes muslica genom szekvenciája, amely kb. 14000 gént tartalmaz, a 
géncsaládok száma pedig nagyjából megegyezik gerincesekével. Ebből kifolyólag nem 
meglepő az sem, hogy a muslicában jelen van az emberi örökletes betegségekkel kapcsolatos 
gének ortológjainak háromnegyede (Bier, 2005). Mivel az ecetmuslica lárvális szerveiben az 
utolsó lárvastádium végén jól meghatározott helyen s mennyiségben nagy mennyiségű lipid 
halmozódik fel (1. ábra), az ebben résztvevő gének szelektív kiütésével és az ezt követő 
fenotípus változás detektálásával lehetőségünk nyílik az adott gén/géntermék lipid 
metabolizmusban betöltött szerepének tanulmányozására. Ebből a szempontból a lárvális 
zsírtest kiemelt előnyökkel rendelkezik, mert egyféle sejttípusból épül fel, homogén, könnyen 
s nagy mennyiségben izolálható, sejtjei transzparensek, így akár videomikroszkópban, 
speciális fedőanyagok nélkül is vizsgálhatóak (Gutierez és mtsi. 2007). Anatómiai, biokémiai 
és élettani tulajdonságait figyelembe véve az emlősök májával és fehér zsírszövetével mutat 
hasonlóságot. Ezen tulajdonságok miatt a legtöbb muslica lipidomikai adat ebből a szervből 
származik. Muslicában számos, emlősökben is igazoltan, lipid metabolizmusban és lipid 
csepp biogenezisben szerepet játszó gént azonosítottak (Grönke és mtsi. 2005, Beller és mtsi. 
2010).  
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1. Ábra. A lipidcseppek morfológiai sajátságai ecetmuslicában. (A) Középbél, Oil Red O festés. A lipid 
cseppek (piros pöttyök) a bélhámsejtek apikális régiójában halmozódnak fel. (B) Középbél, toluidin kék festett 
félvékony metszet. A lipid cseppek zöldre festődnek. A kép bal felső részén a peritrofikus membrán részlete 
látható. (C) Zsírtest, toluidin kék festett félvékony metszet. A lipid cseppek szinte teljesen kitöltik a zsírtestsejtek 
citoplazáját. Rutin elektron mikroszkópos felvételek a lárvális gyűrűmirigyből (D), szárnykorongból (E), és 
szemdiszkuszból (F-I). Figyeljük meg, hogy a lipid cseppek nagyon gyakran DER ciszternákkal vannak 
körülvéve. (I) Nagy nagyítású elektron mikroszkópos felvétel egy lipid cseppről. A lipidcsepp felszínén lévő 
foszfolipid réteg, és a lipid cseppre rásimuló DER ciszterna szembetűnő. Skála: A, B, C – 10 µm; D, E – 200 
nm; F – 5 µm; G – 1 µm; H, I – 200 nm.  
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További előnyök között említendő, hogy ezek az állatok kis helyen, könnyen és olcsón 
fenntarthatóak, egy generáció kifejlődéséhez csak két hétre van szükség, és számos mutáns, 
illetve transzgén törzs áll a kutatók rendelkezésére.  
A muslica idegrendszerének felépítése, és működési mechanizmusa is nagyon hasonló 
az emlősökéhez. Megkönnyíti a munkát az a tény is, hogy a muslicában sokkal kevesebb 
sejttípus található az idegrendszerben, mint az emlősökben (Sánchez-Soriano és mtsi. 2007). 
A közelmúlt kutatási eredményeiből állapíthatjuk meg azt is, hogy az ecetmuslica központi 
idegrendszerében lévő sejttípusok meglepően sok hasonlóságot mutatnak emlős 
megfelelőikkel (Freeman és Doherty 2006). Alapvető különbség az idegsejtek sejttestjeinek 
elhelyezkedésében és nyúlványaik relatív helyzetében rejlik. Gerinctelenekben, így a 
muslicában is dúcidegrendszert találunk, ahol az egyes dúcokban az idegsejtek sejttestjei a 
dúc külső, kérgi részében helyezkednek el. Itt nyúlványokat, s szinapszisokat nem találunk. 
Ez utóbbiak a dúc központi részében található, ún. neuropilemában foglalnak helyet (2. ábra).  
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2. ábra. Az ecetmuslica lárva és az emberi agy szerveződésének összehaonlítása.  (A) Keresztmetszet a 
muslica lárvális agyból és hasdúcláncból. (B) Koronális metszet az emberi agyvelőből és gerincvelőből. A 
muslica idegrendszerében az idegsejtek sejttestjeit az agy kérgi részében találjuk, míg a nyúlványait a 
neuropilemában. figyeljük meg, hogy a szürkeállomány/neuropiléma szenzoros része megfordul a 
gerincesekben, amely valószínűleg egyenes következménye az általános dorzo-ventrális tengely fordítottságának 
(Sánchez-Soriano és mtsi. 2007 után módosítva). 
A gerinctelen idegsejteknek nagy általánosságban megkülönböztetjük proximális, 
disztális és terminális nyúlványait, amelyek az idegsejt somájáról közös nyúlvánnyal erednek, 
s így a gerincesek pszeudounipoláris neuronjaira hasonlítanak leginkább. Mindegyik 
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nyúlványon gazdagon elágazó végfa található, mely egyaránt kap, és létesít is szinapszisokat. 
A muslica szinapszisainak szerkezete, s a szinaptikus vezikulák exocitózisának molekuláris 
mechanizmusa, néhány apró jellegzetesség kivételével, szinte teljesen megegyezik az 
emlősökével (Owald és Sigrist 2009, Sigrist és Schmitz 2011).  
A rovarok idegrendszerében, morfológiai alapon négy fő gliasejttípust különíthetünk 
el (3. ábra, Kettenmann és Ransom 2005, Edwards és Meinertzhagen 2010). Az agydúcot 
kívülről a felszíni glia borítja be, mely a vér-agy gátat alakítja ki, annyi kiegészítéssel, hogy a 
rovarok esetében nyílt keringésről beszélünk, így a tápanyagok felvétele nem vérből, hanem 
haemolymphából történik. A vér-agy gát gerinctelenekben is a központi idegrendszer 
védelmét szolgálja. A felszíni gliasejteket két csoportra oszthatjuk: perineurális és 
szubperineurális sejtekre (Stork és mtsi, 2008). A perineurális gliasejtek szabálytalan, 
hosszúkás sejtek, melyeknek funkciója nem ismert. Az alattuk fekvő szubperineurális sejtek 
jóval nagyobb, ellapult sejtek, s egymással szeptális kapcsolatokon (septate junction) 
keresztül kapcsolódnak (Ito és mtsi. 1995, Stork és mtsi. 2008). A szeptális kapcsolatok 
molekuláris összetétele nagy hasonlóságot mutat az emlősök szoros sejtkapcsolataival (tight 
junction), s itt jegyzendő meg, hogy rovarokban, és emlősökben is a claudin fehérje 
szabályozza a vér-agy gát sejtkapcsoló struktúráinak áteresztőképességét (Daneman és Barres 
2005, Juang és Carlson 1994, Stork és mtsi 2008), s ezen keresztül állandó ionkoncentrációt 
biztosít az agy számára (Gloor és mtsi, 2001, Mayer és mtsi, 2009).  
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3. ábra – Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) agydúcában található főbb 
gliatípusok. Bal oldalt toluidin kékkel festett félvékony metszet, s jobb oldalt az erről 
készített sematikus ábra látható. Skála: 100 µm. Barti Benjámin illusztrációja.  
Az agy kérgi részében a neuronok sejttestjei között a kérgi gliasejteket, s azok finom 
nyúlványait találjuk (Pereanu és mtsi. 2005). Ezek az emlősök periszomatikus asztrocitáival 
mutatnak anatómiai és funkcionális hasonlóságot. Az emlősökben jelen lévő periszinaptikus 
asztociták funkcióját muslicában azonban nem a kérgi, hanem a neuropil gliasejtek töltik be. 
A periszinaptikus gliasejtek egyik fő funkciója a neuronok metabolikus segítése, s az 
extracelluláris térbe és a szinaptikus résbe kijutott neurotranszmitterek (glutamát, GABA) 
metabolizálása, reciklizációja. Az emlősök esetében az asztrociták nagy affinitású 
excitatorikus (serkentő) aminosav transzportereket fejeznek ki, (GLAST és GLT1) amik 
extracellulárisan lévő glutamátot a gliasejtekbe szállítják (Danbolt, 2001). Az asztrociták 
végtalpaiban a glutamát glutaminná alakul glutamin-szintetáz enzim segítségével (Sibson s 
mtsi, 2001). Ezt követően a glutamin visszaszállítódik az idegsejtekbe ahol a 
mitokondriumokban lévő foszfát aktivált glutamináz (Takumi és mtsi. 1999, Laake és mtsi. 
1999) glutamáttá alakítja, s így a kör bezárul (Broman és mtsi. 2000). A muslicák és méhek 
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központi idegrendszerében is hasonló mechanizmus és transzporter (dEAAT1 – Drosophila 
excitatory amino acid transporter 1) segítségével megy végbe a glutamátreciklizációja 
(Tsacopoulos és mtsi. 1997, Besson és mtsi. 2000, Jackson és Haydon 2008). Itt nem 
részletezendő, de a GABA szintézise és reciklizációja is nagyon hasonló ecetmuslicában. 
Noha velőshüvelyt gerinctelenekben nem találunk (Carlson és Saint Marie 1990), a 
gerincesek oligodendrocitáival is a neuropil glia mutatja a legnagyobb hasonlóságot a 
Drosophilában. Ez a gliatípus a neuropilemában található, s mivel nem csak a szinapszisok, 
hanem a neuronok disztális, proximális, és terminális nyúlványai is itt találhatóak, ezeket is a 
neuropil glia szeparálja el egymástól. Különösen szembetűnő ez a jelenség a látólebenyben, 
ahol a retinából jövő retinula sejtek axonjai nyolcasával kötegekbe szerveződnek (Edwards és 
Meinertzhagen 2010, Jacobs és Goodman 1989). Az emlős központi idegrendszerben az 
immunrendszer feladatát a mikrogliasejtek töltik be. Muslicákban speciálisan ilyen sejteket 
nem találunk, itt minden gliasejttípus képes fagocitotikus aktivitásra (Sonnenfeld és Jacobs 
1995, MacDonald és mtsi. 2006, Watts és mtsi. 2004).  
A fentiek alapján láthatjuk, hogy az emlősök és a muslicák gliasejtjei igen hasonlóak, 
s ez a hasonlóság nem csak anatómiai, hanem genetikai, biokémiai sajátságokban is 
megnyilvánul. Így tehát a muslicákban kapott eredmények – az anatómiai viszonyok, s 
taxonok közötti különbségek figyelembe vételével – a jövőben remélhetőleg sikerrel 
adaptálhatóak az emlős modellrendszerekbe is (Feany és Bender 2000, Bonini és Fortini 
2003, Iijima és mtsi. 2004).   
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A muslica életciklusa és az utolsó lárvastádium történései  
A Drosophila teljes átalakulással fejlődő (holometabola) rovar, életciklusa embrionális 
(megtermékenyítéstől a peteburokból való kibújásig), posztembrionális szakaszra (kibújástól a 
bábbőr kialakulásáig), metamorfózisra (bábállapottól a kikelésig), és adult stádiumra 
tagolódik. Az egyedek életkorát a pete lerakásától számított AEL órákban (After Egg Laying) 
adjuk meg. A posztembrionális fejlődés alatt (AEL 24-135 óra) az állat három lárvastádiumon 
megy keresztül, így megkülönböztetünk L1, L2 és L3-as stádiumú lárvákat. Az L3 (AEL 75-
135 óra) további két részre osztható, táplálkozó (feeding; L3F, AEL 75-108 óra) és vándorló 
(wandering; L3W, AEL 108-135óra) periódusra. A fenti adatok 25oC-on, standard táptalajon, 
12/12 óra fény sötét ciklus mellett tartott állatokra vonatkoznak. 
 
A Gal4-UAS rendszer 
A számunkra érdekes gének vizsgálatakor elengedhetetlen, hogy azok expresszióját 
szabályozni, befolyásolni tudjuk. Erre a célra az élesztőben leírt és Drosophilában is 
működőképes Gal4-UAS rendszert használjuk (Brand és Perrimon 1993, Duffy 2002). 
Lényege, hogy a Gal4 transzkripciós faktor az UAS-hez (Upstream Activating Sequence) 
kötődve az attól downstream lévő DNS szakasz transzkripcióját idézi elő. Sem az UAS, sem a 
Gal4 szekvencia nem fordul elő normálisan a Drosophila genomban, ezért bejuttatásuk 
transzgén konstrukciókkal, leginkább módosított transzpozonokkal történik. Egy ilyen, UAS-t 
tartalmazó transzgén konstrukcióval kifejeztethetünk: natív, riporter vagy idegen fehérjét 
kódoló cDNS-szakaszokat illetve RNS interferencia kiváltásához szükséges kettősszálú RNS-
ket. Az ilyen transzgén konstrukciók a módosított transzpozonok segítségével stabilan 
integrálhatók az egyedek genomjába, és ezáltal az utódgenerációkba továbbörökíthetők. Az, 
hogy a Gal4 fehérjét mikor és hol expresszáltatjuk az élőlényben (azaz milyen endogén 
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promóter szekvencia mögé illesztjük) és ezáltal milyen sejt(ek)ben fejeztetjük ki az UAS 
mögötti DNS-szakaszt; adja meg a rendszer sokoldalúságát. A szövetspecifikus, vagy éppen 
konstitutív promóterek mögé illesztett Gal4 szekvenciát hordozó transzgénikus törzseket 
drivernek vagy Gal4-forrásnak nevezzük.  
 
A klonális rendszer 
Lényege, hogy genetikai eszközökkel szövetspecifikus klónokat hozunk létre, melyek 
– megfelelő kontrollok használatakor – csak és kizárólag az általunk bevitt konstrukciókban 
különböznek a szomszédos sejtjeiktől. Azt, hogy milyen konstrukciót használunk a klonális 
rendszerben, a kísérlet, s a tudományos kérdés dönti el. Jelen munkában arra használtam fel a 
rendszert, hogy az idegrendszerben csak és kizárólag a gliasejtekben fejeztessek ki 
fluoreszcens fehérjéket (4. ábra). Így a sejtek teljes nyúlványai (s bizonyos kísérletekben a 
lipid cseppek is) láthatóvá váltak. A rendszer működéséhez három komponens kell: egy flip 
rekombináz (endonukleáz) enzim, mely egy gliasejt specifikus promóter (Repo) mögött 
helyezkedik el; egy aktin promóter és Gal4 szekvencia közé illesztett FRT-CD2-FRT (Flip 
Recognition Target) kazetta; és egy UAS szekvencia mögött lévő, a vizsgálat szempontjából 
érdekes gén kódoló régiója. A rendszer működése közben, bizonyos sejtekben, a flp enzim 
kivágja az aktin promóter és a Gal4 szekvencia közötti FRT-CD2-FRT kazettát, így az aktin 
promóter közvetlenül a Gal4 elé kerül, s innentől funkcionálisan aktin-Gal4 driverként 
működik. A sejtekben így képződő Gal4 fehérje hozzáköt az UAS szekvenciákhoz, s így az 
UAS mögötti DNS szakasz átíródik. A flp enzim kis hatékonysággal működik, csak bizonyos 
sejtekben, véletlenszerűen vágja ki az FRT-CD2-FRT kazettát, s így a képződött jelölt 
(világító) sejtek számos jelöletlen sejt szomszédságában lesznek láthatóak, s így erős 
expresszió esetén, a mikroszkópban a jel/zaj arány igen magas lesz.   
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4. ábra – A klonális rendszer működésének mechanizmusa. Az ábrán egy adott gliasejt sematikus 
képe látható, valamint a sejtmagon belül a kromoszómán lévő – a rendszer szempontjából jelentős – 
gének (A). Működésének lényege, hogy a kromoszómán található Repo, ami egy csak gliasejtekben aktív 
promóter, meghajtja az flp-gént. Az így kifejeződő, véletlenszerűen aktiválódó Flipp-rekombináz enzim 
kihasítja a DNS-ből a két FRT-hely között lévő CD2 kazettát (B), aminek következtében az aktin 
promóter a Gal4 gén mögé kerül és meghajtja azt (C). E gén terméke egy transzkripciós faktor, ami 
lehetővé teszi, hogy az UAS szekvencia mögött elhelyezkedő gén, adott esetben a membrán specifikus 
vörös fluoreszcens fehérje (RFP) génje működésbe léphessen, róla fehérje íródjon. Barti Benjámin ábrája 
nyomán. 
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Célkitűzések 
  
 1. Fő célkitűzésünk a muslica agyában lévő lipidcseppek anatómiai módszerekkel 
történő minőségi és mennyiségi jellemzése volt, az állat posztembrionális fejlődése során.  
  
 2. További célunk volt, hogy összehasonlítsuk a harmadik stádiumú lárvák agyában 
található egyes gliasejttípusok lipidcsepp-tartalmát, különös tekintettel az általunk felfedezett 
felszíni kérgi gliasejtekre. E sejteket további anatómiai, genetikai és citokémiai módszerekkel 
is szerettük volna jellemezni. 
 
 3. Irodalmi adatok felhasználásával szerettünk volna olyan kandidáns géneket 
felkutatni, amelyek ellen poliklonális antitestet termeltetve a lipidcsepp tartalmú sejtek 
jelölhetővé válnak. Egy ilyen gén volt a muslica zsírsavkötő fehérje a dFabp (Drosophila fatty 
acid binding protein), mely ellen specifikus poliklonális ellenanyagot termeltettünk, majd 
funkcióvesztéses háttéren validáltunk. Az antiszérum segítségével egyszeres, kétszeres 
fluoreszcens, és post-embedding immunarany festéseket végeztünk. 
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Anyagok és módszerek 
 
Reagensek 
 
Minden vegyszert és reagenst a Sigma-Aldrichtől (St. Louis, MO) rendeltünk meg, így csak a 
kivételeknél tüntettem fel a gyártót. 
 
Muslica törzsek és genetika 
A legyeket standard élesztő/kukoricaliszt/agar tápon neveltük, 25oC-on, 50%-os páratartalom 
és 12 óra – 12 óra fény/sötét ciklus mellett. Mindig ügyeltünk rá, hogy a tápban túl nagy 
egyedszám ne alakuljon ki, ami az állatok abnormális fejlődését eredményezte volna. Az 
RNSi kísérletekhez a legyeket 29oC-on neveltük, hogy maximalizáljuk a Gal4-UAS rendszer 
hatékonyságát. Kísérleteinkhez a következő törzseket használtuk fel: Oregon R, Nrv2-GFP 
(BDSC, szám 6828), repoGal4 (BDSC, szám 7415), UAS-CD2-HRP (BDSC, szám 9906), 
UAS-dfabp RNAi (Transgenic RNAi Project—HMS01163), UAS-myr-RFP (BDSC, szám 
7119), repoflp (Christian Klämbt ajándéka, Institut für Neurobiologie, Universitat Münster, 
Münster, Germany); UAS-Lsd2-EGFP (Ronald P. Kühnlein ajándéka, Max- Planck-Institut 
für Biophysikalische Chemie, Göttingen, Germany), cortex glia specific Gal4 driver (NP2222, 
Kyoto Stock Center), Act > CD2 > GAL4 (Juhász Gábor ajándéka, Eötvös Loránd University, 
Budapest, Hungary), dfabpEP3252 (Szeged Stock Center), d 
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dFabp-GFP (115– 074, Kyoto Stock Center). Az anatómiai vizsgálatok kontrolljaként az 
Oregon R törzset használtuk. Az RNSi kísérletek kontrolljaként a Gal4-forrást kereszteztük be 
Oregon R törzzsel. 
 
A flip-out klónok létrehozása 
Többlépcsős keresztezések során az alábbi genotípusokat állítottuk elő: repoFlp/+; UAS-
Lsd2- EGFP, UAS-myr-RFP/ Act > CD2 > GAL4 - a gliasejtek morfológiájának és LD 
tartalmának együttes vizsgálatára. repoFlp/Nrv2-GFP; UAS-myr-RFP/ Act > CD2 > GAL4 - 
az LD tartalmú felszíni gliasejtek azonosítására. Az így létrehozott törzsekben, az Flp 
rekombináz alacsony hatékonysága miatt, igen kis számú gliasejt-klónt tudtunk létrehozni. 
 
A dFabp antiszérum létrehozása 
A molekuláris munkákat standard receptek alapján végeztük. A dFabp (CG6783) gén teljes 
harmadik exonját PCR-reakcióval, ExTaq DNS polimeráz (Takara) segítségével 
felsokszoroztuk. A PCR-hez a következő primereket használtuk fel: 5’ 
GGATCCGGCGTCGGTCTGGTGACGCG 3’ and 5’ CTGCAGGGTGATC 
AGCTCGTTGTCGG 3’. A PCR terméket közvetlenül beklónoztuk pQE-UA bakteriális 
expressziós vektorba (Qiagen). A rekombináns fehérjét, melyhez egy N-terminális 
hexahisztidin szekvenciával lett megtoldva, E.coli M15 sejtekben expresszáltattuk. A 
megtermelt fehérjét QIA expressionist (Qiagen) készlettel tisztítottuk. A megtermelt fehérjét 
egerekbe oltottuk, s az így kapott poliklonális szérumokat használtuk fel a további 
vizsgálatokra. Előzetes vizsgálatok alapján a 3A1-es belső kódú szérum működött a 
legjobban, így a tanulmányban bemutatott eredmények is ezzel készültek. 
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Western blot 
20-20 mg mutáns és kontroll lárvát többször megmostunk jéghideg PBS-ben, majd 40 µl, 
proteáz inhibítort (Roche) is tartalmazó homogenizáló pufferben elhomogenizáltunk. Egyenlő 
mennyiségű standard Laemmli-puffert adtunk hozzá, majd a homogenizátumot azonnal 
megforraltuk, 10000g-n 10 percig centrifugáltuk, s a középfrakciót összegyűjtöttük. A 
fehérjéket 12%-os akrilamid gélen választottuk el, majd nitrocellulóz membránra (Bio-Rad) 
vittük át. A membránon lévő aspecifikus kötőhelyeket 1 óráig 3% tejporral blokkoltuk, melyet 
0.05% Tween 20-at tartalmazó TBS-ben oldottunk fel. Az elsődleges ellenanyagot (anti-
dFabp, 3A1) 1:5000-es hígításban tettük fel, egész éjszaka, 1% tejpor-TBST-ben, 4oC-on. 
Többszöri mosás után anti-egér alkalikus foszfatáz ellenanyagot raktunk rá (1:3000, TBST-
ben, 2 óra szobahőn), majd BCIP-NBT szubsztráttal (Bio-Rad) előhívtuk. Száradás után a 
membránokat bescanneltük. 
 
Szövettani vizsgálatok, immunfestések, és képalkotás 
Az immunfestésekhez az agyakat 4%-os formaldehidben (paraformaldehidből frissen 
depolimerizáltatva) fixáltuk 30-60 percig, melyet pH 7,4-es PBSben oldottunk fel. Számos 
mosás után a szabad aldehid csoportokat 50mM-os ammonium klorid – glicin oldatban 
közömbösítettük. A jobb penetráció végett a mintákat 0,1-0,15%-os Triton X-100-at 
tartalmazó PBS-ben (PBTx) inkubáltuk, majd 20%-os FCS tartalmú oldatban blokkoltuk egy 
óráig. Az elsődleges ellenanyagokat 5% FCS tartalmú PBTx-ben alkalmaztuk, 48 óráig, 4oC-
on. Az elsődleges ellenanyagok, és hígításaik az alábbiak voltak: egér anti-dFabp (3A1) 
1:1000; egér anti-Repo 1:20 (DSHB), nyúl anti-GFP 1:1000 (Abcam, ab290-50). Számos 
mosás után, a megfelelő másodlagos ellenanyagokkal együtt inkubáltuk a mintákat (1:800, 
5% FCS-PBTx-ben) szobahőn, 2 óráig: Alexa568-konjugált kecske anti-egér (Invitrogen), 
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Alexa488-konjugált kecske anti-egér (Invitrogen), FITC-konjugált kecske anti-nyúl. Ezután 
4x30 perc PBTx-es mosás következett, melyből az első 1µg/ml koncentrációban DAPI-t is 
tartalmazott. A mintákat Vectashieldel fedtük le, s 4oC-on tároltuk a mikroszkópos 
vizsgálatokig. A mintákat Zeiss AxioImager Z1 epifluoreszcens mikroszkópban vizsgáltuk, 
amely egy ApoTome szemikonfokális feltéttel lett kiegészítve. A képeket Zeiss Mrm1-es 
kamerával és Zeiss AxioVision 4.82-es szoftverrel készítettük. A dFabp-repo 
kettősfestésekhez egy dFabp-GFP trasnszgénikus vonalat használtunk fel (115-074 Kyoto 
Stock Center), anti-GFP festéssel, mivel mindkét antitest ugyanolyan fajú volt. Ezt a vonalat 
előzetesen leteszteltük, s a GFP-jel mintázata megegyezett a dFabp festődésével. A gliasejt-
klónok vizsgálatakor az állatokat nem fixáltuk, hanem jéghideg PBS-ben boncoltuk, tároltuk, 
s csak közvetlenül a vizsgálat előtt tettük őket tárgylemezre. Így a közeg törésmutatója ugyan 
jelentősen különbözött az üvegétől, de a sejtek intaktak maradtak, s mivel a jel/zaj arány igen 
jó volt, minőségi felvételeket lehetett készíteni.  
 
Oil Red O festés 
Az állatokat jéghideg PBS-ben boncoltuk s tároltuk a fixálásig (1 óra szobahőn). A fixáló 
összetétele a következő volt: 2% FA, 0,5% GA, 3mM CaCl2, 1% szukróz pH 7,4-es Na 
kakodilát oldatban. Fixálás után a mintákat kétszer öblítettük desztvízben, majd fél órára a 
frissen készített festőoldatba helyeztük (6ml 0,1%-os Oil Red O izopropanolban + 4ml 
desztvíz). A mintákat tiszta glicerinnel fedtük, s a vizsgálatig szobahőn tároltuk. 
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Félvékony metszetek 
Durcupan műgyantába ágyazott agyakból üvegkéssel 0,5 µm vastag metszeteket készítettünk, 
melyeket 1% toluidin kék – 1% azúr II oldattal festettünk, s tiszta glicerinnel fedtünk. A 
mintákat AxioImager Z1 mikroszkópban vizsgáltuk, 63-as olajimmerziós objektívvel. A 
fotókat Zeiss ICc1 kamerával készítettük. Minden fénymikroszkópos képnél a 
fehéregyensúlyt az üres műgyantán állítottuk be.  
 
Rutin elektronmikroszkópia és tormaperoxidáz citokémia 
Az állatokat jéghideg PBS-ben boncoltuk s tároltuk a fixálásig (1 óra szobahőn). A fixáló 
összetétele a következő volt: 2% FA, 0,5% GA, 3mM CaCl2, 1% szukróz pH 7,4-es Na 
kakodilát oldatban. Többszöri mosás után a mintákat 0,5%-os ozmium tetroxid (1 óra, 
szobahőn), és uranil acetát (30 perc, szobahőn) oldatban utófixáltuk. Ezután a mintákat 
víztelenítettük, Durcupanba ágyaztuk standard protokoll szerint. Az intermedier oldószer 
vizsgálataink során acetonitril volt, amely kiválóan működött ezzel a műgyantával. A 
Durcupan összetétele: 10g A, 10g B, 0,3g C, 0,3g D volt. A mintákat 60oC-on 60 óráig 
polimerizáltattuk. A minták befaragása után a blokkokból 70-80nm vastag ultravékony 
metszeteket készítettünk, amelyeket 3 percig Reynolds-féle ólomcitrát oldattal festettünk meg. 
A mintákat JEOL 1011-es transzmissziós elektronmikroszkópban vizsgáltuk, 60kV-on. A 
képeket 11 Megapixeles Morada kamerával és iTEM szoftverrek készítettük. Mindkettő az 
Olympus cég terméke. A tormaperoxidáz citokémiára szánt agyakat a fentiek szerint fixáltuk, 
azzal a különbséggel, hogy a fixáló nem tartalmazott formaldehidet, mivel az súlyosan 
károsítja a peroxidáz enzim aktivitását. Az endogén peroxidáz-szerű aktivitást 1%-os H2O2 
oldattal közömbösítettük (10 perc, szobahőn). Többszöri mosás után a mintákat peroxid 
nélküli DAB oldatban előinkubáltuk (30-60 perc, szobahőn), majd 0,01% peroxidot 
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tartalmazó DAB oldatban előhívtuk. Az agyakat 45 percig ozmifikáltuk, s ebben az esetben az 
uranil acetátos blokkfestést elhagytuk, mert ez rontja a DAB csapadék láthatóságát a 
gliasejtek finom nyúlványaiban. A mintákat ezután a fent leírtak szerint ágyaztuk be.  
 
Fagyasztva helyettesítés és LR White beágyazás 
Az alacsony hőmérsékletű beágyazáshoz az állatokat speciális fixálóban rögzítettük (1 óra 
szobahőn), melynek összetétele a következő volt: 4% formaldehid (frissen depolimerizáltatva 
paraformaldehidből), 0,05% glutáraldehid és 0,2 % pikrinsav 0,1M-os PB-ben oldva. 
Többszöri mosás után a mintákat a fent már leírt ammonium klorid – glicin oldatban kezeltük, 
s ezután krioprotekció céljából felszálló cukoroldatba helyeztük (10%-os – 4 óra; 20%-os 12 
óra; 30%-os 24 óra). A mintákat ezután folyékony nitrogénben megfagyasztottuk, majd 
fagyás után azonnal -20oC-os vízmentes metanolba helyeztük. A szubsztitúció 24 óráig tartott, 
ami alatt a metanolt többször cseréltük. Ezután minden lépés -20oC-on történt. A mintákat 
tiszta LR White műgyantával itattuk át, mely 2% benzoyl peroxidot tartalmazott. A mintákat 
házi készítésű UV-polimerizációs kamrában végeztük, mely 2db DL-103-as 6W-os UV 
lámpával működött (48 óra, -20oC).  
 
Beágyazás utáni ezüst-intenzifikált immunarany reakció 
Az LR Whiteba ágyazott agyakból 80nm-es ultravékony metszeteket készítettünk, melyeket 
formvar-hártyával fedett 100 mesh gridekre vettünk fel. Az immunreakció dupla Parafilm-
réteggel fedett, párásított 96-lyukú platen történt. Az immunreakció lépései a következők 
voltak: (1) 5% H2O2 1 perc; (2) biDW 3 x 5 perc; (3) 10% FCS-50mM glicin TBS-ben (pH 
7,6) for 30 min; (4) anti- dFabp ellenanyag  (1:300) 5% FCS-TBSben 1 éjszaka 4°C-on; (5) 3 
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x 5 perc 2% FCS-TBS, (6) 10nm arany konjugált kecske anti-egér másodlagos ellenanyag, 
1:100 TBS-2% BSA-ban 90 perc, szobahőn; (7) 3 x 5 perc TBS; (8) 1% GA TBSben 10 perc; 
(9) többszöri desztvizes öblítés; (10) ezüst intenzifikáció, 8 percig (R-GENT SE-LM, 
AURION); (11) többszöri desztvizes öblítés; (12) a gridek festése uranil acetáttal 15, illetve 
ólomcitráttal 2 percig; (13) szárítás. 
 
Statisztikai mintavétel és adatelemzés 
A fénymikroszkópos képeket AxioVision 4.82, az elektronmikroszkópos képeket iTEM 
szoftverrel elemeztük. A nyers képeket Adobe Photoshop CS5 szoftverrel szerkesztettük. A 
vizsgált régiókat kivágtuk, a fehéregyensúlyt, illetve a fényerőt (ahol szükség volt rá) 
utólagosan korrigáltuk. A lipidcseppeket manuálisan számoltuk. Ez a módszer ugyan lassabb 
mintha számítógépes algoritmust használtunk volna, ám jóval megbízhatóbb, s ez jelen 
esetben alapvető kritérium volt. Ugyancsak különös figyelmet szenteltünk az 
elektronmikroszkópos blokkok orientálásának. A beágyazástól a metszésig folyamatosan 
nyomon követtük a minták helyzetét, s így tudtunk megbizonyosodni arról, hogy mindig az 
agy dorso-medialis részéből készítettük a metszeteket. Minden mintavételnél a kapott 
értékeket az adott szövet területére súlyoztuk (a fenti szoftverek segítségével), s így kaptuk 
meg az adott érték / szövet terület arányokat. A képeket mérésenként 5-5 állatból készítettük 
(10-13 állatonként). Az adatokat Microsoft Excelben összesítettük, a statisztikát IBM SPSS 
Statistics programmal végeztük. Az ábrákon oszlop jelöli az alsó és felső kvartilisek közé eső 
adatokat, a függőleges intervallumok pedig az ezeken kívül esőket szemléltetik. A medián 
vízszintes vonalként van ábrázolva. A pontok és csillagok a kilógó adatokat jelzik. P<0,05 
értéket tekintettünk szignifikánsnak. Az ábrákon a * jelölés P<0,05, a ** P<0,01, a *** pedig 
P<0,001 értékeket jelöl.  
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Eredmények 
 
A lipid cseppek eloszlása a muslica agyban 
Elsőként egy tradicionális lipidfestékkel, az Oil Red O-val akartuk láthatóvá tenni a 
lipidcseppeket (LD) a muslica agyban. A LDk mindenhol jelen voltak a muslicák lárvális 
agyában, de a központi agy dorso-medialis részén kifejezetten nagy sűrűségben figyeltük meg 
őket (5. Ábra/A). Mivel a LDk sűrűsége ezen az agyterületen volt a legnagyobb, további 
vizsgálatainkat erre az agyterületre összpontosítottuk. Toluidin kék festett félvékony 
metszeteken megfigyeltük, hogy a LDk nagy csoportokba szerveződnek (5. Ábra/B).  
 
5. ábra. A lipid cseppek elhelyezkedése a muslica lárvális agyában. A képek vándorló állatokból készültek, 
kivéve a B ábra, mely P5 stádiumú lárvából készült. (A) Oil red O festés, intenzív festődés figyelhető meg a 
központi agy dorzo-mediális részén. (B) Toluidin-kék festett félvékony metszet az agydúc kérgi részéből. A lipid 
cseppek zöld színben festődnek, és a gliasejtek közelében nagy csoportokba rendeződnek. (C) Utólagosan 
színezett elektron mikroszkópos felvétel az agykéregből. Lipid cseppeket (zöld) a gliasejtek (G, piros) 
citoplazmájában figyelhetünk meg, a neuronokéban (N) soha. (D) Nagy nagyítású elektron mikroszkópos az 
agydúc kérgi részéből. A kép felső részén egy gliasejt (G), alsó részén egy neuron (N) részlete látható. A gliasejt 
citoplazmájából kinagyított képen egy lipid csepp látható. A nyíl a lipid cseppet határoló foszfolipid réteget 
mutatja.  Skála: (A) 100 µm, (B) 10 µm, (C) 1 µm, (D) 500 nm, nagyított kép 200 nm. 
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A toluidin kék metakromatikusan zöldre festi a lipidcseppeket, ezért azonosításuk a kékre 
festett szöveti háttéren egyszerű és megbízható. Az ilyen sejteket elektronmikroszkópban 
(EM) megvizsgálva megállapítottuk, hogy a LDk mindig a gliasejtek citoplazmájában 
találhatóak, a neuronokéban soha (5. Ábra/C). A gliasejteket az elektronmikroszkópban azok 
elektrodenz citoplazmája, és heterokromatikus sejtmagja alapján azonosítottuk (Carlson és 
Saint Marie 1990). Azért, hogy azokat a profilokat is meghatározzuk, amik nem glia sejttestek 
környezetében voltak, vagy azonosításuk nehézségekbe ütközött, a gliasejtek membránját 
transzgénikusan kifejeztetett membrán-kötött tormaperoxidázzal festettük meg (6-7. Ábra).  
 
6. ábra. Kis nagyítású elektronmikroszkópos felvétel a lárvális agy felszíni régiójából. A gliasejtek membránjait 
membrán-kötött tormaperoxidáz enzimmel festettük meg. A kép középpontjában egy neuroblaszt (NB) található, 
mely számos kisebb neuronnal (N) van körülvéve. A kép bal oldalán egy gliasejt (G) részlete látható, benne 
számos lipid cseppel (csillag). A kinagyított képen jól megfigyelhető, hogy a jelölt gliasejt membránok erősen 
elektrodenz vonalakként tűnnek elő (nyilak), míg az idegsejt membránok ilyen fokozott kontrasztot nem 
mutatnak (kettő nyíl). Skála: 5 µm.    
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Az ilyen készítményekben a gliamembránok denzitása jelentősen felülmúlta az amúgy 
jelöletlen idegsejt-membránokét. Itt is azt találtuk, hogy LDk kizárólag a gliasejtekben 
figyelhetők meg, s azoknak is leginkább a perinukleáris régiójában (5. Ábra/C, D).  
 
7. ábra. Nagy nagyítású elektronmikroszkópos felvétel a lárvális agy kérgi részéből. A képen egy neuron (N) és 
két gliasejt (G) sejtteste, valamint számos lipid csepp (csillagok) látható. A gliasejt-membránok elektrodenz 
vonalakként tűnnek elő (nyilak). Az idegsejt-membránok nem mutatnak ilyen fokozott kontrasztot (kettős nyíl). 
A felvételen számos apró endoszóma látható (nyílhegyek) melyekben az endocitózissal visszavett 
tormaperoxidáz feldúsul. Skála: 2 µm.  
 
A lipidcseppek elektronmikroszkópos azonosítása során az alábbi (emlősökben ismeretes) 
kritériumokat (Tauchi-Sato és mtsi. 2002) vettük alapul: homogén-halvány festődés, kerek 
kontúr, mely egy foszfolipid réteggel van körülhatárolva (5. Ábra/D). EM metszetek 
kvantitatív vizsgálata során teljes bizonyosságot (9 állatban leszámolt 2483 LD mindegyike 
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gliasejtben volt) nyertünk arról, hogy a lipidcseppek jellegzetes, exkluzív megoszlása valós és 
jellemző tulajdonsága a muslicák lárvális agyának.   
Ezután a LDk térbeli eloszlását vizsgáltuk meg. Érdekes megfigyelés volt, hogy a LDk 
65%-a (473 lemért LD-ből 310) az agy felszínén lévő neuroblasztok 10 µm-es környezetében 
helyezkedett el (8. Ábra).  A neuroblasztok nagy (>10 µm) idegi őssejttek, amelyek az agy 
felszínén, az ott lévő gliaréteg alatt találhatóak (Boone és Doe 2008). E sejteket félvékony 
metszeteken méretük és sejtmagjuk, kromatinállományuk kondenzáltsága alapján 
egyértelműen azonosíthatjuk. Noha a nagy peptiderg sejtek is hasonló méretűek és 
elhelyezkedésűek, de a neuroblasztokban nem találunk nagy kiterjedésű Golgi-apparátust, 
elektrodenz neuroszekréciós vezikulákat, vagy éppen nyúlványokat.  
 
 
8. ábra. A lipid cseppek a neuroblasztok közelében koncentrálódnak. Festetlen félvékony metszet az agydúc 
felszíni régiójából. A lipid cseppek barna pöttyökként tűnnek elő, a neuroblasztokat csillagok jelölik. Skála: 10 
µm.  
 
A következőkben a LDk mennyiségi változásait vizsgáltuk meg az állatok posztembrionális 
fejlődése során. Azt találtuk, hogy az L1-es stádiumig a LDk praktikusan hiányoznak a lárvák 
agyából, majd ezt követően az L2-es stádiumtól a vándorló stádium végéig fokozatosan 
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növekszik a LDk sűrűsége, csúcsát itt éri el, majd újra csökkenni kezd. Végül a farát 
(bábbőrből való kibújás előtti) adult állatok agyában ismét nem találunk lipid cseppeket (9. 
ábra).  Az eddigi eredmények azt mutatják, hogy a lipid cseppek a gliasejtek átmeneti 
sejtorganellumai, s mennyiségük dinamikusan (órák, napok alatt) változik, az állat 
fejlődésének függvényében. 
 
 
9. ábra. A lipid cseppek mennyiségének változása a fejlődés során. Toluidin-kék festett félvékony metszetek 
a különböző korú agydúcok felszíni régióiból. Skála: 10 µm. L1: első lárvastádium, L2: második lárvastádium, 
L3F: harmadik lárvastádium táplálkozó szakasz, L3W: harmadik lárvastádium vándorló szakasz, P5: ötödik 
bábstádium, P9: kilencedik bábstádium. 
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A lipidcseppek speciális kérgi gliasejtekben halmozódnak fel 
 
Mivel kezdeti eredményeink megmutatták, hogy a LDk kizárólag gliasejtekben 
fordulnak elő, meg akartuk határozni, hogy a LDk az egyes gliasejttípusok között 
egyenletesen oszlanak meg, vagy minden egyes sejttípusnak egyedi, jellemző LD tartalma 
van? Ennek a kérdésnek a megválaszolására genetikai módszerekkel egyedi gliasejt-klónokat 
hoztunk létre, melyekben a sejtek membránját (s ezáltal morfológiáját) myr-RFP-vel, LD 
tartalmukat pedig Lsd2-GFP riporterfehérjékkel tettük láthatóvá (10. Ábra).  
 
10. ábra. A lipid cseppek sejttípus-specifikus eloszlása. (A) Genetikailag egyedileg jelölt gliasejt-klónok. A 
gliasejt-membránokat myr-RFP (piros), míg a lipid cseppeket Lsd2-GFP (zöld) jelöli ki. (B) Nagy nagyítású kép 
az A panelen látható felszíni kérgi gliasejtről. A myr-RFP a gliasejtek perifériális nyúlványait csak gyengén festi 
ki, így úgy tűnik, mintha a lipid cseppek a gliasejten kívül helyezkednének el. (C) A felvételen egy genetikailag 
jelölt felszíni kérgi gliasejt-klón látható (piros). Zöld színben a kérgi gliasejtek membránja látható. Skála: 20 µm. 
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Az Lsd2 (Lipid storage droplet 2) egy széles körben használt LD marker, ami az emlős 
perilipin2 fehérje Drosophila ortológja (Grönke és mtsi. 2003, Welte és mtsi. 2005). Ez a 
technika lehetővé tette, hogy a sejt morfológiáját a szöveti környezetből kiemelve vizsgáljuk, 
s ezzel párhuzamosan a sejtek LD tartalmát is regisztráljuk. A muslica lárvális gliasejtjeit 
négyféle csoportba sorolhatjuk: perineurális, subperineurális, kérgi és neuropil sejtek (Perenau 
és mtsi. 2005). A perineurális gliasejtek (PG) kisméretűek, s az agy felszínén, közvetlenül a 
neurális lamella alatt találhatóak. A subperineurális sejtek ezzel szemben extrém nagyméretű 
(150 µm-t meghaladó) sejtek, amelyek a PG-k alatt közvetlenül helyezkednek el. Közöttük 
ún. szeptális junkciók találhatóak. Ezek speciális sejtkapcsolatok, amelyek összekapcsolják a 
sejteket, s ezen felül meggátolják a passzív sjetközti anyagáramlást. Speciális molekuláris 
anatómiai sajátságaik, és elhelyezkedésük miatt ezek a sejtek hozzák létre a muslica agyban a 
vér-agy gátat (Stork és mtsi. 2008, Unhavaithaya és Orr-Weaver 2012). A kérgi gliasejtek 
multipolárisak, s az idegsejtek sejttestjei között vékony nyúlványaikkal kiterjedt hálózatot 
hoznak létre. Ilyen módon az idegsejtek membránjai egymással csak ritkán érintkeznek. A 
neuropil gliát két csoportra osztjuk: ensheathing (nincs magyar neve) gliára és a retikuláris 
gliára. Az előbbi gliatípus sejttestjei a kéreg és a neuropiléma határán találhatóak és ennek a 
sejttípusnak nincsenek a neuropilemaba behatoló nyúlványai, míg az utóbbinak számos 
nyúlványa van, melyekkel az idegsejtek axonjait, és dendritjeit burkolja be (Kretzschmar és 
Pflugfelder 2002, Carlson és Saint Marie 1990). Ez a sejttípus leginkább az emlős 
asztrocitákkal analóg. Minden, itt bemutatott sejttípusban megfigyeltünk lipidcseppeket, de 
bizonyos felszíni kérgi gliasejtekben a LDk kifejezett akkumulációja volt megfigyelhető (10. 
és 11. ábra). Ezeknek a gliasejteknek jellemző morfológiája volt: az agy felszínéhez közel 
helyezkedtek el, számos nyúlvánnyal rendelkeztek, amelyek vélhetően jelöletlen sejtek 
sejttesteit határolták. A jelöletlen sejttestek mérete és helyzete alapján valószínűsítettük, hogy 
ezek idegi őssejtek, neuroblasztok lehetnek, mivel e sejtek nagy számban figyelhetők meg az 
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agy felszíni régióiban. Érdekes módon megfigyeltünk olyan kérgi gliasejteket is, amelyekben 
nem láttunk lipidcseppeket (10. ábra). Ezeknek a sejteknek nagyon vékony nyúlványai voltak, 
s kivétel nélkül mindig az agy mélyebb rétegeiben helyezkedtek el (14. ábra). Az egyedi 
sejtjelöléssel kapott eredményeinket egy független kísérletben is alátámasztottuk, melyben a 
kérgi gliasejt klónokat olyan genetikai háttéren hoztuk létre, ahol a kérgi gliasejtek zölden 
fluoreszkáltak. Ezt egy driver-független protein-trap törzzsel, a GFP-Nrv2 segítségével tudtuk 
elérni. Az Nrv2 egy gliasejt-specifikus Na+/K+-pumpa, amely Gal4 fehérje nélkül kifesti a 
kérgi gliasejtek membránját (Morin és mtsi. 2001). Az így jelölt felszíni kérgi gliasejtek 
morfológiája megegyezett a korábbi kísérletben tapasztaltakkal, s ezek a sejtek minden 
esetben Nrv2-pozitívak voltak (10/C. ábra).  Fluoreszcens rendszerben teljes agyban is 
megvizsgáltuk és összehasonlítottuk a LDk eloszlását a kérgi gliasejtek mintázatával. A két 
jel nagyon hasonló mintázatot mutatott, amely tovább erősítette azt a megfigyelésünket, hogy 
a kérgi gliasejtekben nagy mennyiségű LD található (11. ábra).  
 
11. ábra. Transzgénikusan jelölt lipid cseppek és a kérgi gliasejtek. A felső képen a lipid cseppeket, míg az 
alsó képen a kérgi gliasejteket tettük láthatóvá. A két mintázat igen hasonló. Skála: 100 µm.  
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A LDk sejttípus-specifikus mennyiségi eloszlását EM metszeteken is megvizsgáltuk, mivel az 
ilyen készítményeken a gliasejtek teljes biztonsággal azonosíthatóak, elhelyezkedésük, és 
ultrastruktúrális sajátságaik alapján (12. ábra). Eredményeink alapján a felszíni kérgi 
gliasejtekben volt a legmagasabb a LDk denzitása (11,8± 4,6 LD/terület *103 µm2), míg más 
gliasejtekben ez az arány jelentősen kevesebb volt; a perineurális sejtekben: 2,6± 2,5; a 
szubperineurális sejtekben: 4,1± 3,5;  a neuropil gliában altípusoktól függetlenül: 2,1± 1,7 
értékeket kaptunk.  
 
 
12. ábra. A felszíni kérgi gliasejtek szignifikánsan több lipid cseppet tartalmaznak. Elektron mikroszkópos 
metszeteken számolt lipid csepp / terület arányok összehasonlítása. Az ábrán oszlop jelöli az alsó és felső 
kvartilisek közé eső adatokat, a függőleges intervallumok pedig az ezeken kívül esőket szemléltetik. A medián 
vízszintes vonalként van ábrázolva. A pontok és csillagok a kilógó adatokat jelzik. Az ábrán a ***: P<0,001 
értékeket jelöl. 
 
Az egyes gliasejttípusokról készült reprezentatív EM felvételeket a 13-15. ábrákon foglaltam 
össze. Fénymikroszkópos megfigyeléseinkkel egybevágóan, az EM-ben is megfigyeltünk 
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mélyebb rétegi kérgi gliasejteket, melyekben lipidcseppeket nem találtunk (13. és 14. ábra). 
Vélhetően ezek a sejtek a kérgi gliasejtek egy speciális, eddig nem karakterizált változatához 
tartoznak. Eredményeink alapján valószínűsíthető, hogy a muslica agyban a felszíni kérgi 
gliasejtek raktározzák a legtöbb lipid cseppet (15. ábra).  
 
13. ábra. Reprezentatív elektron mikroszkópos felvételek a perineurális, szubperineurális, mély kérgi, és 
neuropil gliasejtekről. A lipid cseppeket nyilak jelölik. Rövidítések: N, neuron; PG, perineurális glia; SPG, 
szubperineurális glia; CG, mély kérgi glia; NP, neuropil glia; PN, peptiderg neuron; a, axon. A kinagyított 
képrészleten a peptiderg neuronokra jellemző neuroszekréciós vezikulumok (nyílhegyek) láthatóak. Skála: 2 µm.  
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14. ábra. A mély kérgi gliasejtek nem tartalmaznak lipid cseppeket. Kis nagyítású fénymikroszkópos 
felvétel, toluidin kék festett félvékony metszetről. A lipid cseppek zöld színben festődtek. Figyeljük meg a 
felszíni kérgi gliasejtek (kettős nyilak), és a mély kérgi gliasejtek (nyilak) lipid csepp tartalmát. Skála: 10 µm. 
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15. ábra. Reprezentatív elektron mikroszkópos felvétel egy felszíni kérgi gliasejtről. A lipid cseppeket 
nyilak jelölik. Rövidítések: N, neuron; NB, neuroblaszt; CG, felszíni kérgi glia. Skála: 2 µm. 
 
Mivel eddigi ultrastruktúrális eredményeink pusztán morfológiai megfigyeléseken alapultak, 
ezeket mindenképpen szükségesnek láttuk elektronmikroszkópos citokémiával is 
megtámogatni. Ezért a kérgi gliasejtekben membrán-specifikus torma-peroxidáz enzimet 
fejeztettünk ki. DAB reakció során, az enzim helyén barna, ozmiofil csapadék képződik, így 
az EM-ban fekete, elektrodenz lerakódásokat fogunk látni. Ezzel a módszerrel a kérgi 
gliasejtek szelektíven megjelölhetők anélkül, hogy a szövet ultrastruktúrája károsodna 
(Dubois és mtsi. 2001). Ahogyan a fluoreszcens vizsgálatok alapján sejtettük, ezekben a 
speciális felszíni kérgi gliasejtekben nagy mennyiségű lipid cseppet találtunk, és a sejtek 
szomszédságában nagy számban figyeltünk meg neuroblasztokat (16. ábra).  
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16. ábra. A lipid csepp felhalmozó felszíni kérgi gliasejtek ultrastruktúrális sajátságai. (A) 
Tormaperoxidázzal jelölt felszíni kérgi gliasejt (CG1), mely nyúlványaival egy mitotikus neuroblasztot (NB; a 
nyilak a kromoszómákat jelölik) és más neuronokat (N) vesz körbe. Figyeljük meg, hogy a gliasejt 
citoplazmájában milyen sok lipid csepp található. (A’) Az „A” keppel megegyező felvetél, amely a felvétel során 
túl lett exponálva, hogy a DAB csapadék még szembe tűnőbb legyen. A nyilak a gliasejt nyúlványait jelölik. A 
tormaperoxidáz enzim fagoszómákban (ph) halmozódik fel. (B) Az „A” képen bekeretezett rész kinagyított, 
utólagosan színezett változata. A DAB csapadék által kijelölt gliasejt nyúlványokat nyilak jelölik. Figyeljük 
meg, hogy a neuroblasztot két egymásra fekvő kérgi gliasejt nyúlványai határoljak körül. (B’) A DAB 
csapadékkal jelölt gliasejt membránok fokozott kontrasztot mutatnak. Rövidítések: CG, kérgi glia; PG, 
perineurális glia; SPG, szubperineurális glia; CG, kérgi glia; NB, neuroblaszt; N, neuron; ph, fagoszóma. Skála: 
(A, A’, B) 1 μm; B’, 100 nm.   
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A gliasejtek vékony nyúlványaival teljesen körülfogták ezeket az idegi őssejteket, így azok, 
leánysejtjeikkel együtt, elkülönült kompartmentben helyezkedtek el. A felszíni kérgi 
gliasejteknek jellegzetes invaginált, heterokromatikus sejtmagja volt, citoplazmájában többi 
gliasejthez hasonlóan nagy mennyiségű szabad riboszóma volt megfigyelhető. Ezen felül a 
citoszolban nagy mennyiségű glikogén-granulumot találtunk (16-17. ábra).  
 
17. ábra. Felszíni kérgi gliasejt sejtmag körüli citoplazma részlete. LR White műgyanta, kálium ferrocianidos 
ozmiumos utófixálással. A gliasejt citoplazmájában számos lipid csepp látható (csillagok), melyek LR White 
műgyantában csökkent kontrasztot mutatnak. A gliasejt citoplazmájában sok apró szeder-szerű elektrodenz 
szemcsét figyelhetünk meg (kinagyított képrészlet). Ezek glikogén szemcsék, melyek kálium ferrocianidos 
ozmiummal intenzíven festődnek. Skála: 1 μm. 
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Ezek a sejtek nemcsak a szomszédos neuroblasztokkal, hanem a szubperineurális sejtekkel is 
igen szoros kapcsolatot létesítettek (18. ábra). Ezen kapcsolatok vizsgálata során kiderült, 
hogy míg a szomszédos szubperineurális sejtek egymáshoz szeptális junkciókon keresztül 
kapcsolódnak, addig a szubperineurális sejtek és a kérgi gliasejtek közötti kapcsolat adherens 
kapcsolatokon keresztül valósul meg (18. ábra).  
 
 
18. ábra. A neuroblasztokat körülhatároló gliaréteg felépítése. A szomszédos szubperineurális gliasejtek 
(SPG) szeptális kapcsolatokat létesítenek (C’), míg a felszíni kérgi gliasejtek (CG) és szubperineurialis sejtek 
(SPG) között adherens kapcsolatokat tálalunk (C’’). Skála: 100 nm.   
 
Fény- és elektronmikroszkópos eredményeinket összegezve elmondhatjuk, hogy az 
ecetmuslica lárvális agyának mediális részében speciális kérgi gliasejtek találhatóak, amelyek 
igen nagy mennyiségű lipid cseppet raktároznak és emellett vélhetően szerepet játszanak a 
fejlődő idegi őssejtek jellegzetes mikrokörnyezetének kialakításában.    
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A felszíni kérgi gliasejtek és a szubperineurális sejtek kifejezik a Drosophila 
fatty acid binding proteint (dFabp) 
 
Munkánk további részében szerettünk volna olyan fehérjéket azonosítani, amelyek 
ezekre a speciális lipid-raktározó gliasejtekre jellemzőek. Első lépésben, a szakirodalomban 
olyan fehérjék után kutattunk, amelyek szelektíven a gliasejtekben fejeződnek ki. Több 
tanulmány is beszámolt az emlős fatty acid binding protein 7 (FABP7/brain lipid binding 
protein - BLBP) muslica ortológjának, a Drosophila fatty acid binding protein (dfabp, 
CG7683) gliális expressziójáról (Kearney és mtsi. 2004, Altenhein és mtsi. 2006, Egger és 
mtsi. 2002, Freeman és mtsi. 2003). Ezek a tanulmányok döntően in situ hibridizációs, és 
microarray technikákon alapultak. Ezen adatok ismeretében megvizsgáltuk, hogy vajon a 
dFabp fehérje is jelen van-e a gliasejtekben, s ha igen, akkor azok mely típusában? Hogy 
ezeket a kérdéseket megválaszolhassuk, a muslica dFabp fehérje harmadik exonját klónoztuk, 
és ellene poliklonális ellenanyagot termeltettünk. Western blotton az ellenanyag egyetlen, 14 
kDa molekulatömeget reprezentáló csíkot jelölt (15/A. ábra). Ez a mért érték jó összhangban 
állt a Flybase adatbázis által jósolt 13,9 – 14,6 kDa-os adatokkal. Az ellenanyagunkat (belső 
kódszáma: 3A1) leteszteltük dfabpEP3252 homozigóta mutáns állaton is. Ez egy korai 
lárvaletális mutáns, mely törzsről korábbi adataink alapján kiderült, hogy benne a génről nem 
képződik RNS. Az ilyen állatokból készített Western blottokon az ellenanyagunk nem jelölt 
detektálható csíkot, igazolva az ellenanyagunk specificitását (19/A. ábra). Mivel az 
ellenanyagunkat immunhisztokémiai vizsgálatokhoz terveztük, az ehhez szükséges kontroll 
vizsgálatokhoz külön tesztrendszert kellett megalkotni. Erre a dfabpEP3252 homozigóta mutáns 
állatok nem alkalmasak, mert ezek korai lárvakorban elpusztulnak, s a vizsgálataink döntő 
része pedig L3 stádiumú vándorló lárvákon készült. Ezért egy dfabp génre mikro RNS alapú 
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RNSi konstrukciót hordozó törzset bekereszteztünk olyan transzgén törzzsel, amelyben a repo 
gén promotere mögé Gal4 fehérje cDNS-ét illesztették. A repo gén az összes gliasejtben 
folyamatosan kifejeződő transzkripciós faktort kódol. Az ilyen állatokon végzett 
immunhisztokémiai mintákban nem tudtunk fluoreszcens jelet detektálni (19/B. ábra). Ezzel 
szemben a hasonló korú vad típusú állatokban erős immunreaktivitást tapasztaltunk (19/C. 
Ábra). Ezen kísérleti adatainkat a Western blot vizsgálatokkal együtt értelmezve 
elmondhatjuk, hogy az anti- dFabp 3A1 ellenanyagunk specifikusan jelöli a Drosophila fatty 
acid binding fehérjét. A továbbiakban a dFabp fehérje celluláris és szubcelluláris eloszlását 
vizsgáltuk meg. Az agydúcokból készített tangenciális felvételeken (19/D. ábra) az anti- 
dFabp ellenanyag egy finom hálózatot festett ki, amely valószínűsíthetően a gliasejtek egy 
alpopulációját reprezentálta. Az fluoreszcens jel a sejtek citoszoljában és sejtmagjában volt 
megfigyelhető. A vékony, nyúlványszerű immunreaktivitás több helyen, jól kivehetően 
jelöletlen sejttesteket vett körül. Érdekes módon, az agy közvetlen felszínén szintén találtunk 
jelöletlen sejteket. Az agy ezen területén kizárólag a perineurális sejtek találhatóak, amelyek 
ezen vizsgálat alapján nem tartalmazták a dFabp fehérjét. Azért, hogy a dFabp valószínűsített 
gliális lokalizációját igazoljuk, a lárvális agyakon kettős fluoreszcens immunfestést 
végeztünk, anti- dFabp és anti-repo ellenanyagokkal. Az anti-repo antitest specifikusan kifesti 
gliasejtek sejtmagját, s mivel az anti- dFabp ellenanyag is sejtmagi festést produkál, az 
esetleges kolokalizációt jól detektálhatjuk. A megvizsgált 129 dFabp-pozitív sejtmag 
mindegyike pozitív volt a repo fehérjére is (19/E. ábra). Érdemes megjegyezni, hogy a glia-
specifikusan dfabp RNS csendesített agymintákban nem tapasztaltunk detektálható 
fluoreszcens jelet. Ha ezt az eredményt együtt értelmezzük a kettős festett mintákban 
látottakkal, teljes biztonsággal kijelenthetjük, hogy a dFabp-immunreaktív sejtek gliasejtek. 
Ha a dFabp neuronokban is megtalálható lett volna, akkor a vad típussal szemben, az RNS 
csendesített mintákban is detektáltunk volna fluoreszcens jelet. 
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19. ábra. A Drosophila fatty acid binding fehérje (dFabp) fénymikroszkópos lokalizációja vándorló lárvák 
agydúcában. (A) Reprezentatív Western blot dfabpEP3252 homozigóta mutáns és vad típusú állatokból készült 
fehérjemintákon. A dFabp antitest egyetlen 14kDa-os csíkot jelöl a vad típusú állatokból származó mintákon. A 
homozigóta mutáns állatokból készült mintákban semmilyen jelölődés nem tapasztalható. (B, C) 
Fénymikroszkópos dFabp immunhisztokémia vad típusú és dfabp géncsendesített állatokon. A vad típusú 
állatokban erős immunoreaktivitás látható. A dfabp géncsendesített mintákban nem látható jelölődés. (D) Nagy 
nagyítású fénymikroszkópos felvétel az agydúc dorsomediális részéből. Erős dFabp immunoreaktivitás 
figyelhető meg, amely egy finom hálózatot rajzol ki a neuronok és neuroblasztok között. Az agy felszínén két 
dFabp immunoreaktív sejttest látható (nyílhegyek). Az agy közvetlen felszínén egy dFabp immunoreaktivitást 
nem mutató sejttest is megfigyelhető. (E) Kettős fénymikroszkópos immunhisztokémiai jelölés (dFabp - zöld, 
Repo - piros) az agydúc dorsomediális részén. Nagy nagyítású felvétel, melyen látszik, hogy a dFabp fehérje a 
Repo-pozitív gliasejtek citoszóljában és sejtmagjában található. Skála: B, C – 100 μm; D, E, - 10 μm.  
 
A továbbiakban meg akartuk határozni, hogy a dFabp a gliasejtek mely típusaiban található 
meg. Mivel az anti-dFabp ellenanyag finom intercelluláris hálózatot festett ki, a kérgi glia 
sejtekről jó eséllyel feltételeztük, hogy pozitívak a dFabp fehérjére. Azért, hogy ezt 
bebizonyítsuk, kettős fluoreszcens immunfestést végeztünk olyan transzgén állatokon, 
amelyekben minden kérgi gliasejtben GFP-t fejeztettünk ki. Ebben a kísérletben a dFabp 
mellett egy anti-GFP festést is végeztünk (20. ábra). A GFP jel teljes mértékben átfedett a 
dFabp jellel, igazolva a kérgi gliasejtek dFabp -pozitivitását. Emellett a kérgi gliasejtek 
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mellett egy plusz GFP-negatív/ dFabp-pozitív réteget is megfigyeltünk, amely valószínűleg a 
szubperineurális sejteket reprezentálja. Ezen réteg felett egy legkülső, GFP-negatív/ dFabp-
negatív réteget figyeltünk meg, ami vélhetően a már korábban említett perineurális sejtekkel 
lehet azonos. 
 
 
20. ábra. Kettős fénymikroszkópos immunhisztokémiai jelölés (kérgi glia – GFP, zöld, dFabp - piros) az 
agydúc dorsomediális régiójának felszíni részén. A perineurális sejtek (nyíl), nem mutatnak GFP, illetve 
dFabp pozitivitást. A szubperineurális sejtek (nyílhegy) dFabp immunoreaktivitást mutatnak, de GFP-negatívak. 
Ezzel szemben a kérgi gliasejtek (kettős nyíl) GFP-re és dFabp -re is pozitívak. Skála: 10 μm. 
 
 Mivel a fénymikroszkópos immunhisztokémia ilyen kérdések tisztázására csak korlátosan 
alkalmas, szerettük volna a dFabp elektron mikroszkópos lokalizációját is megvizsgálni. A 
muslica lárvális agy mérete és a reagensek korlátozott penetrációs képessége miatt erre a 
feladatra a beágyazás utáni immunarany jelölés a legalkalmasabb. Azért, hogy a fehérjék 
antigenicitása a beágyazás során minél kevésbé sérüljön, a mintaelőkészítést és a beágyazást 
is fagypont alatti hőmérsékleten, -173oC és -20oC között végeztük. Ezzel a módszerrel kitűnő 
antigenecitást és ultrastruktúrális megőrzöttséget kaptunk. Az elektronmikroszkópban a 
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szubperineurális és a felszíni kérgi gliasejtek felett nagyon erős jelölést tapasztaltunk (21. 
ábra). Ezzel szemben a perineurális gliasejtek, neuronok, neuroblasztok és az üres gyanta 
felett csak nagyon gyenge jelölést figyeltünk meg, amely a fénymikroszkópos eredményekkel 
egybehangzóan alátámasztja az ellenanyagunk elektronmikroszkópos specificitását is. A 
szubperineurális és felszíni kérgi gliasejtekben a citoszol, glikogén areák és a sejtmag felett 
láttunk aranyszemcséket, a lipid cseppek, mitokondriumok, ER, Golgi-apparátus felett soha 
(21. ábra).  
 
 
21. ábra. A dFabp ultrastruktúrális lokalizációja. Post-embedding ezüst-intenzifikált immunarany jelölés, 
fagyasztva helyettesített, LR White műgyantába ágyazott anyagon. Intenzív jelölődés figyelhető meg a 
szubperineurális (SPG), és kérgi gliasejtek (CG) felett. A perineurális sejtek (PG) felett nem találunk 
ezüstszemcséket. Figyeljük meg, hogy a dfabp fehérje a gliasejtek citoszóljában és sejtmagjában található, a lipid 
cseppek (nyilak), mitokondriumok (nyílhegyek), és más organellumok felett nem találunk ezüstszemcséket. A 
neuroblasztok (NB) és neuronok (N) szintén dfabp negatívnak tekinthetők. Skála: 1 μm. 
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Diszkusszió 
 
A lipid cseppek szerepe a központi idegrendszer gliasejtjeiben 
A jelen munkában megmutattuk, hogy a lipid cseppek jelen vannak az ecetmuslica 
lárvák agyában, de kifejezetten nagy sűrűségben figyelhetők meg a centrális agy 
dorzomediális részében. Minden vizsgálatunkat ezen az agyterületen folytattuk. A lipid 
cseppek nagy csoportokban találhatóak a gliasejtek citoplazmájában, de teljes mértékben 
hiányoznak az idegsejtekből. Ezen az agyterületen a lipid cseppek legnagyobb mennyiségben 
a gliasejtek kötelékében lévő idegi őssejtek, az ún. neuroblasztok közvetlen közelében 
találhatóak. A muslica embriók agyában még nem figyelhetőek meg lipid cseppek, majd L1 
lárvastádiumtól kezdve számuk egyre nő, egészen a vándorló stádium végéig, ahol eléri a 
maximumát, majd a metamorfózis során számuk folyamatosan csökken, s a kifejlett állatok 
agyában, az általunk használt szövettani és mikroszkópos technikákkal már nem mutathatóak 
ki. Fontos megjegyezni, hogy még a legjobb EM metszeteken is, megbízhatóan csak a 100 
nm-nél nagyobb lipid cseppek ismerhetők fel, a kisebbek elkülönítése az endoszómális 
kompartmentumtól, morfológiai módszerekkel, szinte lehetetlen. A fenti mérettartományba 
eső lipidcseppek fluoreszcens detektálása, a fénymikroszkópok feloldóképessége miatt szintén 
problematikus. Így munkánk során csak a fény és/vagy elektronmikroszkópban is látható lipid 
cseppekről szereztünk információkat. Ez azt jelenti, hogy lipid cseppek, akár az állat teljes 
élete során jelen lehetnek az agyszövetben, de megfelelő módszerek híján, azokat detektálni, 
még nem tudjuk. Noha az így jelen lévő lipid cseppek össztérfogata minden bizonnyal csak 
töredéke az általunk dokumentált kompartmentuménak, létezésüket, s biológiai jelentőségüket 
mégsem zárhatjuk ki. A lipid cseppek mennyiségének a posztembrionális fejlődés alatti 
fluktuációja felveti annak, a lehetőségét, hogy a lipidcseppek az egyedfejlődés meghatározott 
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pontjain kiemelt funkcióval bírnak, egy eddig fel nem derített glia-neuron kölcsönhatás során. 
Erre a legvalószínűbb magyarázat, hogy a gliasejtekben felhalmozódott lipidcseppekből 
felszabaduló zsírnemű anyagok biztosítják a bábstádium alatt az idegsejtek utódsejtjeinek 
osztódásához, növekedéséhez és nyúlványnövesztéshez szükséges metabolitokat. Ezt az 
elképzelést támogatja az a tény, hogy az idegsejteken végigfutó masszív osztódási hullám, s 
az ezután meginduló nyúlványnövesztés pontosan a bábstádium első egynegyedekor 
következik be (Siegrist és mtsi. 2010, Sousa-Nunes és mtsi. 2010, D’Alessandro és mtsi. 2010 
Pfenninger 2009). Az idegsejtek hatalmas felülettel rendelkeznek, s ennek felépítéséhez, s 
fenntartásához rengeteg lipidre van szükség. Mivel a bábstádium alatt az állat képtelen a 
táplálkozásra az idegrendszer fejlődéséhez szükséges lipidek csakis saját szöveteiből 
származhatnak. Emiatt a gliasejtekben felhalmozott lipidek a legvalószínűbb jelöltek, hogy 
ezen építőköveket biztosítsák a neuronok számára. Egy másik lehetséges magyarázat a 
lipidcseppek jelenlétére az idegszövetben, hogy az agy fejlődése során, a lipidek β-
oxidációjával az agy fejlődéséhez energiát biztosítanak. Noha jól ismert, hogy lipidekből 
nyerhető a legtöbb ATP-molekula, a muslica agyban ezen felül olyan mennyiségű glikogén is 
raktározódik, hogy igen valószínűtlen, hogy a lipidcseppekben tárolt lipideket is 
energiatermelésre használja fel a szervezet. Yang és munkatársai patkány agyban igazolták is, 
hogy míg a lipidek β-oxidációjához szükséges enzimek mind jelen vannak az agyban, ezek 
aktivitása jelentősen elmarad a szívizom lipid-oxidáló kapacitásától. Különösen igaz ez a 3-
ketoacyl-CoA thiolase enzimre melynek agyi aktivitása 125-ször kisebb a szívizomszövetben 
mértekhez képest, s így ez az enzim jelentősen korlátozza az agyi zsírsavoxidáció mértékét 
(Yang és mtsi. 1987). Egy másik, az idegrendszer konzervált alapfelépítését erősítő izgalmas 
megfigyelés, hogy a muslica agyban a glikogén raktárak legnagyobb mennyiségben szintén a 
kérgi gliasejtekben találhatóak (Kis és mtsi. nem publikált eredmény), hasonlóan, mint az 
emlős idegrendszerben, ahol az asztrocitákban találunk glikogén szemcséket (Phelps 1972, 
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Caley és Maxwell 1968).  A másik oldalról megközelítve a kérdést, a membránlipidekhez 
szükséges építőkövek, viszont csak és kizárólag a lipidcseppekből pótolhatóak, s mivel a 
muslica szterol auxotróf és képtelen a többszörösen telítetlen zsírsavak szintézisére (Keith 
1967), erősíti azt a feltételezést, hogy a lipidcseppek kiemelt raktárai lehetnek e fontos 
zsírnemű anyagoknak. 
A munka további részében megmutattuk, hogy a gliasejtekben felhalmozódott lipid 
cseppek nem egyenlő mértékben oszlanak meg az egyes gliasejttípusok között, hanem a 
neuroblasztokat izoláló felszíni kérgi gliasejtek különösen nagy mennyiségű lipid cseppet 
tartalmaznak. Ezeket a sejteket, rutin morfológiai, genetikai, és immunhisztokémiai 
módszerekkel is karakterizáltuk. E sejtek nagyméretű, heterokromatikus, invaginált 
sejtmaggal rendelkeztek, citoplazmájukban pedig számos lipidcseppet, és kiterjedt glikogén 
areákat találtunk. Nyúlványaikkal neuroblasztokat és azok leánysejtjeit ölelték körül, s a 
bennük felhalmozott lipidcseppek mindig a neuroblasztok közvetlen közelében dúsultak fel. 
Érdekes módon az agykéreg mélyebb részein található kérgi gliasejtekben, sem lipidcsepp, 
sem pedig glikogén felhalmozódás nem volt megfigyelhető. A sejtek morfológiai 
azonosításán túl, megmutattuk azt is, hogy míg a szomszédos szubperineurális sejtek 
egymáshoz szeptális kapcsolatokon keresztül kapcsolódnak, addig a szubperineurális sejtek, 
és a felszíni kérgi gliasejtek között adherens kapcsolatokat találunk. A sejtkapcsoló 
struktúrák, e sejttípus-specifikus szegregációja sejteti a létezését egy precízen szervezett 
gliasejtekből felépülő állványzatnak, s felveti a szubperineurális sejtek és a felszíni kérgi 
gliasejtek anatómiai és funkcionális kapcsoltságát is. Eredményeinket Barti Benjámin 
grafikáján foglaltuk össze (22. ábra).  
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22. Ábra. A lipid cseppek gliasejteken belüli megoszlásának és a dFabp fehérje 
lokalizációjának sémás ábrázolása. A lipid cseppek kizárólag a gliasejtekben találhatóak, ahol 
a sejtek perinukleáris régiójában nagy csoportokba rendeződnek. A lipid cseppek a neuronokban 
(N) nincsenek jelen. A neuroblasztokat (NB) és leánysejtjeiket (csillagok) izoláló felszíni kérgi 
gliasejtekben (CG) található a legnagyobb mennyiségű lipid csepp. A szomszédos 
szubperineurális sejtek (SPG) egymással szeptális kapcsolatokat (SJ) létesítenek, míg a 
szubperineurális sejtek és a felszíni kérgi gliasejtek között adherens kapcsolatokat (AJ) találunk. 
A Drosophila zsírsavkötő fehérje (dFabp) jelen van a szubperineurális sejtekben és a 
lipidraktározó felszíni kérgi gliasejtekben. NL: neurális lamella, PG: perineurális glia, NG: 
neuropil glia, ax: axon. 
 
 
 A jelen tanulmány (Kis és mtsi. 2015) publikálása után három hónappal közölt le Alex P. 
Gould kutatócsoportja a Cell-ben egy igen nagy tanulmányt, amely az általunk leírt glia-
neuroblaszt kapcsolatot, egy niche-ként értelmezi, s a lipid cseppeknek egy eddig le nem írt 
teljesen új funkciót tulajdonít (Bailey és mtsi. 2015). Nevezetesen azt találták, hogy a 
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neuroblasztok ebben a speciális mikrokörnyezetben a tracheatörzsektől távol helyezkednek el, 
oxigén elátottságuk alacsony, így a fejlődés során relatíve hipoxiás környezetben vannak, s 
bennük a reaktív oxigén gyökök feldúsulása figyelhető meg. A szubperineurális és kérgi 
gliasejtekben jelen lévő lipidcseppekről kimutatták, hogy (vélhetően a bennük tárolt lipidek 
vagy fehérjéken keresztül) antioxidáns hatással rendelkeznek, és meggátolják a többszörösen 
telítetlen esszenciális zsírsavak oxidációját. Ezáltal egy protektív környezetet hoznak létre, 
mellyel megvédik a neuroblasztokat a reaktív oxigén gyökök károsító hatásától, s ezzel 
hozzájárulnak az agy megfelelő fejlődéséhez. Ez a tanulmány rávilágít a gliasejtekben jelen 
lévő lipidcseppek egy teljesen új funkciójára. 
 
A lipid csepp tartalmú gliasejtek neurokémiai jellemzése és az agyi 
zsírsavkötő fehérjék lehetséges funkciói 
A lipid csepp akkumuláló felszíni kérgi gliasejtek neurokémiai jellemzése során azt 
találtuk, hogy ezek a sejtek, a szubperineurális sejtekkel együtt kifejezik a Drosophila fatty 
acid binding proteint, az emlős FABP7/BLBP muslica ortológját. A dfabp ellen specifikus 
ellenanyagot termeltettünk, melynek specificitását Western blotton, és dfabp funkcióvesztéses 
háttéren is validáltuk. Nagy nagyítású fluoreszcens és elektronmikroszkópos 
immunhisztokémiai módszerekkel azt találtuk, hogy a fehérje ezen gliasejtek sejtmagjában és 
citoszóljában található. Az idegsejtekben és a perineurális sejtekben a dFabp nem volt 
kimutatható, a neuropil gliasejteket pedig ebben a munkában, morfológiai heterogenitásuk 
miatt, nem vizsgáltuk.  Ezen eredményeink összhangban vannak az emlős idegrendszerben 
leírtakkal, ahol több kutatócsoport is beszámolt a citoszólikus zsírsavkötő fehérjék nukleáris 
és citoszólikus lokalizációjáról (Feng és mtsi. 1995, Liu és mtsi. 2010). A dFabp semmilyen 
más sejtorganellumban (lipidcseppek, ER, Golgi, miktokondrimuok) nem volt kimutatható. 
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Mivel a zsírsavkötő fehérjék a sejtek citoszólikus lipid-szállító fehérjéi (Schaap és mtsi. 
1999), a legkézenfekvőbb magyarázat a dFabp gliális (SPG és felszíni CG) lokalizációjára az 
lenne, hogy a dFabp segíti a zsírsavak hemolimfából a gliasejtekbe történő szállítását. Azt a 
már fent említett Cell cikkben megmutatták, hogy a lárvális gliasejtekben lévő lipidcseppek 
biogeneziséhez a de novo zsírsavszintézis mellett szükség van a táplálékból felvett zsírsavak 
beépülésére is. A muslica éppen ezért kínálna kíváló modell-rendszert, hogy tanulmányozzuk 
a zsírsavkötő fehérjék sejtélettani szerepét, mivel a muslica genomban egyetlen zsírsavkötő 
fehérje található, s így kiütése esetén nincs még egy gén ami kompenzálhatná azt. A muslica 
dFabp gliasejtekben betöltött funkciójáról nem áll rendelkezésre kísérletes adat. A dfabp 
funkcionális vizsgálata azért problematikus, mert ugyanazon a lókuszon egy a dfabp-vel 
teljesen átfedő gén a CG6782/sea is található, s jelenleg a törzsközpontokban nincs megfelelő 
specifikus RNSi vonal, sem pedig karakterizált null-allél. Itt jegyzendő meg, hogy az általunk 
használt dfabpEP3252 funkcióvesztéses allél, illetve RNSiHMS01163 vonal a dFabp antiszérum 
tesztelésére kíválóan alkalmas, de funkcionális vizsgálatokra sajnos nem. Mivel a dFabp 
fehérje gliális lokalizációjáról a jelen tanulmány az egyedüli kísérletes bizonyíték, a dFabp 
muslicában betöltött funkciójára csak sejtések tehetőek, illetve az emlősökben megszerzett 
információkra hagyatkozhatunk. Az emlős adatok is sokáig csak indirekt bizonyítékok alapján 
valószínűsítették a zsírsavkötő fehérjék transzport funkcióját (ligand-kötési jellemzők, foto-
affinitásvizsgálatok, az egyes zsírsavkötő fehérjék sejten belüli mennyisége és a sejtélettani 
funkciók korreláltatása). Emlősökben a citoszólikus zsírsavkötő fehérjék családja 9 tagot 
számlál (Furuhashi és Hotamisligi 2008). Nagyon érdekes, hogy ezek a fehérjék általában 
nem fordulnak elő egy szöveten belül, hanem kifejezett szövetspecificitást mutatnak (23. 
ábra). Régóta feltételezték a kutatók, hogy a lipid természetű anyagok transzportját fehérjék 
segíthetik, mert noha a legtöbb zsírnemű anyag (különösen az enyhén hidrofil foszfolipidek és 
szterolészterek) önmagában is képes bejutni a sejtekbe, facilitált diffúziójuk szállítófehérjék 
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nélkül nem képzelhető el. Talán ez magyarázhatja azt is, hogy a perineurális gliasejtek Dfabp 
fehérje hiányában is képesek lipid cseppeket képezni. Mivel a perineurális gliasejtekben lévő 
lipid cseppek lipid összetétele nem ismert, itt sem zárhatjuk ki, hogy e gliasejtekben a lipid 
cseppeket felépítű molekulák de novo keletkeznek. 
 
 
23. Ábra. Az emlős zsírsavkötő fehérje család. Furuhashi és Hotamisligi 2008. 
 
A dfabp emlős ortológjáról az FABP7/BLBP-ről már több kísérletes adat áll rendelkezésre. Ez 
a fehérje jelen van a fejlődő idegrendszer radiális gliasejtjeiben, valamint a kifejlett 
idegrendszer őssejtjeiben és asztrocitáiban (Feng és mtsi. 1995,Gerstner és mtsi. 2012, 
Matsumata és mtsi. 2012). Az FABP7 fehérje szintje dinamikusan változik az idegrendszer 
aktuális állapotának függvényében.  Az idegrendszert ért mechanikai sérülés esetén mind az 
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FABP7 fehérjeszint, min pedig az FABP7-pozitív gliasejtek száma megnő (Sharifi és mtsi. 
2011). Ez új gliasejtek képződésére vezethető vissza (reaktív asztrogliózis), mely jelentős 
zavart szenved az FABP7 KO egerekben. Az FABP7 KO egerek fejlődő agyában jelentősen 
lecsöken az asztrociták, idegi őssejtek, és korai progenitorsejtek száma. Érdekes módon a 
kifejlett FABP7 KO egerek viszont emelkedett szorongási viselkedést mutatnak, minden 
látható szövettani elváltozás nélkül (Watanabe és mtsi. 2007). Fontos megemlíteni, hogy a 
zsírsavkötő fehérjék központi idegrendszeri funkciójának vizsgálata nehézkes, mert az emlős 
agyban három zsírsavkötő fehérje expresszál, az FABP3, 5, és a 7, s emellett ezek expressziós 
mintázata részlegesen át is fed egymással, s így a KO állatokban az egyes zsírsavkötő fehérjék 
kompenzálhatják a vizsgált gén hiányát. Szintén egerekben Gerstner és munkatársai 
megmutatták, hogy az FABP7 mRNS mennyisége napszakos ingadozást mutat, s a 
legnagyobb mennyiségben az állatok nyugalmi periódusában van jelen (Gerstner és mtsi. 
2012).  
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Új távlatok az agyi zsírsavkötő fehérjék funkciójában – az 
endokannabinoid transzport 
 
Az endokannabinoid kutatás egyik legvitatottabb kérdése az, hogy az 
endokannabinoidok, mint lipidtermészetű szignálmolekulák miként közlekednek az 
idegszöveten belül, keletkezési helyüktől a receptorukig s onnan a degradáló enzimükig. A 
központi idegrendszerben két legnagyobb mennyiségben előforduló endokannabinoid a 2-
arachidonoylglycerol (2-AG) és az anandamid (Bisogno és mtsi. 1999). A 2-AG élettani 
hatását (ún. szinaptikus biztosíték-modell, Freund és mtsi. 2003) széles körben kutatták, ám 
az anandamid központi idegrendszerben gyakorolt szerepét csak az elmúlt években kezdték el 
felderíteni. Nyilas és munkatársai írták le 2008-ban, hogy a hippocampalis szemcsesejtek és 
CA3 piramissejtek nagy mennyiségben expresszálják az anandamid egyik szintetikus 
enzimének a N-acylphosphatidylethanolamine-hydrolyzing phospholipase D (NAPE-PLD)-
nek mRNS-ét (Nyilas és mtsi. 2008). Immunhisztokémiával és nagy felbontású 
elektronmikroszkópos immuncitokémiával igazolták, hogy a NAPE-PLD enzim a 
szemcsesejtek és a CA3 piramissejtek axonjaiban preszinaptikus lokalizációt mutat. Ez a 
mintázat nem plazmamembrán-specifikus, hanem intracelluláris membránciszternákhoz 
köthető. Az anandamid lehetséges központi idegrendszeri receptora a Transient receptor 
potential vanilloid-1 (TRPV1), amelyről Tóth és mtsi. már 2005-ben leírták, hogy jelen van a 
hippocampusban. Immuncitokémiával bemutatták, hogy lokalizációja döntően 
posztszinaptikus, de érdekes módon nem plazmamembrán-specifikus (Tóth és mtsi. 2005). Az 
anandamid egyik lebontó enzimét, a fatty acid amid hydrolaset (FAAH) is sikerült kimutatni a 
hippocampus principális sejtjeinek dendritjeiben, dendrittüskéiben (Gulyás és mtsi. 2004). 
Ennek elhelyezkedése is intracelluláris membránciszternákhoz köthető. Ha megvizsgáljuk az 
anandamid szignalizáció kulcsfehérjéinek szinapszison belüli lokalizációját, szembetűnő, 
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hogy minden fehérje (szintetizáló enzim – receptor – lebontó enzim sorrendben: NAPE-PLD, 
TRPV1, FAAH) intracelluláris membránciszternákhoz köthető (Nyilas és mtsi 2008, Tóth és 
mtsi. 2005, Gulyás és mtsi. 2004). Ez tovább erősíti a kérdést, hogy mi szállítja az 
anandamidot szintézisétől a lebomlásáig ezekben a szinapszisokban? Az anandamid 
transzporterek létezését már több mint tíz évvel ezelőtt feltételezték, de az első kísérletes 
eredményeket Oddi és mtsi. mutatták be, 2009-ben. Biotinált anandamid próbát használva, 
affinitás-kromatográfiával sikerült elválasztaniuk az albumint és a Hsp70-t, mint anandamid-
kötő fehérjéket (Oddi és mtsi. 2009). Szintén 2009-ben Kaczocha és mtsi. számoltak be arról, 
hogy az idegrendszerben jelen lévő három zsírsavkötő fehérje (fatty acid binding protein – 
FABP3, FABP5, FABP7) közül, az FABP5 és FABP7 fehérjét expresszáló sejtvonalakban 
gyorsul az anandamid felvétele és hidrolízise. Az FABP3-at kifejező sejtekben ilyen változást 
nem detektáltak (Kazocha és mtsi. 2009). E két tanulmány jelentőségét az adja, hogy mind az 
albuminról, mind a zsírsavkötő fehérjékről már régóta köztudott, hogy részt vesznek az 
endocannabinoidokhoz hasonló lipidtermészetű anyagok (omega-3, omega-6 zsírsavak) 
szállításában (Veerkamp és Maatman 1995). A felnőtt központi idegrendszerben három 
zsírsavkötő fehérje expresszál, az FABP3, FABP5 és FABP7. Az FABP3 csak neuronokban, 
az FABP5 neuronokban és gliasejtekben, míg az FABP7 kifejezetten astrocitákban fejeződik 
ki (Owada 2008). Az FABP3 legnagyobb affinitással az arachidonsavat, illetve előanyagát, a 
linolénsavat képes megkötni (Balendiran és mtsi. 2000, Veerkamp és mtsi. 1999). Az FABP3 
KO egerekben csökken az arachidonsav beépülése az agyszövetbe (Murphy és mtsi. 2005).  
Az FABP5-el és FABP7-el szemben, az FABP3-at kifejező sejtekben nem gyorsul az 
anandamid felvétele és hidrolízise, így feltételezhető, hogy az FABP3 nem anandamid szállító 
fehérje (Kazocha és mtsi. 2009). Az FABP7-ről egyértelműen igazolták, hogy az 
astrocytákban lokalizálódik (Gerstner és mtsi. 2012). Ez utóbbi nagyon érdekes, hiszen e 
sejtek nyúlványai képezik a vér-agy-gátat, veszik körbe a szinapszisokat és szabályozzák azok 
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anyagcseréjét, működését. Az asztrociták–idegsejtek e kétirányú kapcsolata a glutamáterg 
szinapszisokban különösen fontos. Gerstner és mtsi. hippocampusból készített EM 
metszeteken kimutatták, hogy az FABP7 a serkentő (ezt ők nem mondták ki, de a képeken 
látszik) szinapszisokat körülvevő gliasejtekben található meg. Leírták azt is, hogy ezért a 
lokalizációért az FABP7 mRNS-nek az astrocyta végtalpakba való specifikus transzportja 
felelős, amely transzportnak még a napszakos ritmusát is megfigyelték. Arról, hogy a 
hippocampuson belül, mely régió, mely rétegének, mely szinapszisára jellemző ez a 
lokalizáció; nem számoltak be (Gerstner és mtsi. 2012). Az FABP7-ről Balendiran 2000-ben 
kimérte, hogy nagy affinitással képes kötni az omega-3 és omega-6 esszenciális zsírsavakat 
(pl.: az arachidonsavat), az anandamid előanyagait (Balendiran és mtsi. 2000). Mi lehet a 
zsírsavkötő fehérjék jelentősége az anandamid szignalizációban? Ha a fent leírt fehérjéket, s 
ligandumaikat egy sematikus ábrán szemléltetjük az a konklúzió, hogy a szinapszison belül az 
anandamid szignalizáció kulcsmolekulája az arachidonsav (24. ábra). 
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24. Ábra. Az anandamid szintézisében és lebontásában az arachidonsavnak (AA) központi jelentősége 
van. A sejtmembrán/ER membrán foszfatidilkolinjában (PC) lévő arachidonsavat egy enzim áthelyezi a 
foszaftidiletanolaminra, az így keletkezett N-arachidonoyl-phosphatidyl-ethanolamine (NAPE)-ből a NAPE-
PLD enzim fog anandamide-ot csinálni. A posztszinapszisban az anandamidot a FAAH etanolaminra és 
arachidonsavra hasítja. Innen az arachidonsav feltételezett útját a kérdőjellel jelzett szaggatott vonal jelöli, 
nevezetesen azt, hogy az astrocytán keresztül visszakerül a preszinapszisba.  
 
 Ez a zsírsav az anandamid szintézis minden köztestermékében jelen van. Azonban miután a 
posztszinapszisban a FAAH elhasítja az anandamidot, a képződő termék (az etanolamin 
mellett) szintén az arachidonsav lesz. Arra jelenleg még nincs adat, hogy az arachidonsavval 
mi történik ezután; pl. felhasználódik-e a posztszinapszison belül? Ami sokkal logikusabb és 
gazdaságosabb az az, hogy a periszinaptikus asztrocytákon keresztül az arachidonsav 
visszajut a preszinapszisba és így egy új anandamid molekula szintetizálódhat belőle; 
létrehozva ezzel egy körfolyamatot. Ez gazdaságos lenne abból a szempontból, hogy így az 
arachidonsavat, mint esszenciális zsírsavat (és előanyagait) sokkal kisebb mennyiségben elég 
felvennie az agyszövetnek, majd eljuttatnia a szinapszisba. Fontos megjegyezni, hogy az 
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arachidonsav egy hosszú szénláncú esszenciális zsírsav, tehát előanyagát, a linolénsavat 
(omega-6 többszörösen telítetlen zsírsav) a szervezet a táplálékkal veszi fel, és építi be az 
idegszövetbe (Berger és mtsi. 2001). Emellett az FABP5 és FABP7 astrocytán belüli 
lokalizációja felveti azt a lehetőséget is, hogy az anandamid a glutamáthoz hasonló módon a 
gliasejtekbe vevődne vissza, ott metabolizálódna, majd onnan arachidonsav formájában 
szállítódna vissza a preszinapszisba. Nota bene az FABP5 és FABP7-ről azt is leírták, hogy az 
anandamid előanyagát az arachidonsavat is képes kötni. Ehhez illeszkedően a körfolyamat 
végén pedig ott van a preszinapszisban lévő FABP3, ami az eddigi tanulmányok alapján 
anandamidot nem, de arachidonsavat képes kötni (Balendiran és mtsi. 2000, Veerkamp és 
mtsi. 1999). Ez abból a szempontból fontos, hogy ha az FABP3 kötné az anandamidot, akkor 
az nem, vagy sokkal lassabban hagyhatná csak el a preszinapszist. A zsírsavkötő fehérjék 
specifikus szinaptikus lokalizációja tehát felvetheti a lehetőségét egy teljesen új neuron-glia 
által szabályozott endocannabinoid szignalizációs útvonalnak. 
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Összefoglalás 
 
A lipidcseppek az eukarióta sejtek jellemző sejtorganellumai. Biológiai jelentőségüket 
széles körben kutatták emlős máj- és fehér zsírszövetben. Noha az idegrendszer tartalmazza a 
legnagyobb mennyiségű és legtöbb fajtájú lipidet, napjainkig sem a lipidcseppek térbeli, sem 
pedig időbeli mintázatát nem dokumentálták. Jelen tanulmányban az ecetmuslica, mint kitűnő 
lipid biológiai modell szervezet, agyában térképeztük fel a lipid cseppek tér- és időbeli 
eloszlását. Munkánk során megmutattuk, hogy a lipid cseppek a muslica lárvális gliasejtjeinek 
jellemző átmeneti sejtorganellumai, ezzel szemben az idegsejtekben lipid cseppek nem 
találhatóak. A lipid cseppek mennyisége az agyban nem állandó, hanem dinamikusan változik 
a posztembrionális fejlődés során, s maximumát a bebábozódáskor éri el. A lipid cseppek 
kifejezetten nagy mennyiségben halmozódnak fel az agy felszínéhez közel elhelyezkedő kérgi 
gliasejtekben. E sejtek tartalmazzák a legnagyobb mennyiségű lipid cseppet, s nyúlványaikkal 
neuroblasztokat és leánysejtjeiket borítják be. Kettős fluoreszcens és nagy feloldású 
elektronmikroszkópos immunhisztokémiával kimutattuk, hogy a felszíni kérgi gliasejtekben 
és a szubperineurális gliasejtekben jelen van a Drosophila zsírsavkötő fehérje a Dfabp.  
Eredményeink képezték az anatómiai alapját olyan nagy volumenű tanulmányoknak melyek a 
gliális lipidcseppek eddig nem jellemzett funkcióját derítették fel. Reményeink szerint a 
tudományterület kutatói a jövőben is eredményesen fogják hasznosítani az itt leírt 
megfigyeléseket, s ezek segítségével jobban megismerhetjük az idegrendszer működését. 
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Summary 
 
Lipid droplets (LDs) are common organelles of the majority of eukaryotic cell types. 
Their biological significance has been extensively studied in mammalian liver cells and white 
adipose tissue. Although the central nervous system contains the highest relative amount and 
the largest number of different lipid species, neither the spatial nor the temporal distribution 
of LDs has been described. In this study, we used the brain of the fruitfly, Drosophila 
melanogaster, to investigate the neuroanatomy of LDs. We demonstrated that LDs are 
exclusively localised in glial cells but not in neurons in the larval nervous system. We showed 
that the brain’s LD pool, rather than being constant, changes dynamically during development 
and reaches its highest value at the beginning of metamorphosis. LDs are particularly 
enriched in cortex glial cells located close to the brain surface. These specialized superficial 
cortex glial cells contain the highest amount of LDs among glial cell types and encapsulate 
neuroblasts and their daughter cells. Superficial cortex glial cells, combined with 
subperineurial glial cells, express the Drosophila fatty acid binding protein (Dfabp), as we 
have demonstrated through light- and electron microscopic immunocytochemistry. To the best 
of our best knowledge this is the first study that describes LD neuroanatomy in the Drosophila 
larval brain. 
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Függelék 
Az endolizoszomális rendszer és az autofágia kapcsolatának vizsgálata ecetmuslicában 
 Rutin elektronmikroszkópiával és Gömöri-féle EM savas-foszfatáz citokémiával 
igazoltam, hogy a Rab11 csendesített zsírtest sejtekben abnormális autofág vakuólák 
halmozódnak fel, melyek nem képesek lizoszómákkal egyesülni (Szatmári és mtsi. 2014). 
Kidolgoztam egy speciális alacsony hőmérsékletű mintaelőkészitési módszert, mellyel kiváló 
ultrastrukturális megőrzöttséget és antigenecitást lehet elérni. Ezzel a technikával sikerült 
igazolnunk, hogy az ATG6 géncsendesitett szárnykorongokban felhalmozódó 
multivezikuláris és multilamelláris testekben felhalmozódik a Lamp1-GFP riporter (Lőrincz 
és mtsi. 2014).  
 
A fehérjekonformációs neurodegenerativ betegségek patomechanizmusának felderitese 
 Humán agymintákra kifejlesztettem egy LR White-alapú fagyasztva helyettesítéses 
elektronmikroszkópos beágyazási módszert, mellyel a kémiailag fixált agymintákon később 
beágyazás-utáni immunreakciót lehetett végezni. Ezzel a technikával a világon elsőként 
tudtuk bemutatni emberi Parkinson-kóros agymintán a kóros alfa-szinuklein oligomerek 
pontos szubcelluláris elhelyezkedését (Kovács és mtsi. 2014). 
 
Az agyi mitokondriumok és szinapszisok proteomikai vizsgálata normál és patológiás 
körülmények között  
 Rutin elektronmikroszkópiával közel két tucat különböző sejtfrakcionálási protokoll 
ultrastrukturális elemzését végeztem el. Eredményeinknek köszönhetően ki tudtuk választani 
azokat a legmegbízhatóbb technikákat, melyekkel nagy tisztaságú szinaptoszóma, és 
mitokondrium frakciót tudtunk készíteni (Völgyi és mtsi. 2015, Györffy és mtsi. 2016, Völgyi 
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és mtsi. 2016). Post-embedding immunarany lokalizációval megmutattam, hogy az Idh3a és a 
Sucla2 fehérjék exkluzív mitokondriális lokalizációt mutatnak a hippocampus CA1 Schaffer-
kollaterális szinapszisokban (Völgyi és mtsi. 2015). 
 
A medialis septum hippocampalis és extrahippocampalis célsejtjeinek meghatározása 
 Elektron mikroszkópos sorozatmetszetek készitésével és vizsgálatával igazoltam, hogy 
az egér hippocampusban a medialis septumbol érkező GABA-erg rostok csak és kizárólag 
GABA-erg interneuronokon szinaptizálnak. Ezzel szemben a retrospleniális kéregben GABA-
erg sejteken kívül találtam olyan célsejteket is, melyek minden ultrastruktúrális jegyeikben 
piramissejtekre hasonlítottak (Unal és mtsi. 2015). 
 
Az anyai viselkedésért felelős agyi pályák feltárása 
 Korrelatív fény- és elektronmikroszkópos kettős immunhisztokémiával megmutattam, 
hogy a thalamus posterior intralamináris magjából érkező TIP39-pozitiv axonterminálisok 
aszimmetrikus szinapszisokat létesitenek a medialis preoptikus area galanin-pozitív 
idegsejtjein. Kettős post-embedding immunarany jelöléssel kimutattam, hogy a TIP39-pozitív 
boutonokban glutamát felhalmozódás figyelhető meg, mely a morfológiai megfigyelésekkel 
együtt igazolja ennek a thalamo-hypothalamikus pályának a serkentő jellegét. Ebben a 
tanulmányban megosztott első szerző vagyok (Cservenák, Kis és mtsi. 2016). 
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